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INTRODUCCION GENERAL

La tecnologia enzimitica entendida como la utilizacién por el hombre de la
capacidad biocatalitica de las enzimas es tan antigua como el propio ser humano. La
coagulacion de la leche por su almacenamiento en recipientes fabricados con los
estdmagos de animales, el enternecimiento de la carne por tratamiento con hojas y frutos
de determinadas plantas o la produccion de bebidas alcohdlicas son algunos de los
procesos desarrollados antes de que se conociera tan siquiera la existencia de las enzimas
o el proceso que catalizan. Fue en 1913 cuando L. Michaelis y M. L. Menten asentar6n
las bases de la enzimologia con sus hipétesis sobre los mecanismos de las reacciones
enziméticas (1), dando el primer paso firme para la transformacién de un "arte"
transmitido de generacién en generacion en una tecnologia con base cientifica.

1. INTERES INDUSTRIAL POR LA UTILIZACION DE ENZIMAS

Las enzimas son biomoléculas de naturaleza proteica que actan como
catalizadores en procesos organicos intra o extracelulares. La complejidad de los medios
biolégicos en los que ejercen su funcién hace que sean moléculas muy especificas en
relacidn al substrato con el que interaccionan, muy selectivas en cuanto a la reaccién que
sobre éste producen, y capaces de actuar, en general, en medios acuosos, a temperaturas
moderadas, pHs cercanos a la neutralidad y presién atmosférica.

Estas caracteristicas han planteado la posibilidad de 1a aplicacién de las enzimas
fuera de su medio natural en procesos quimicos como alternativa a la utilizacién de los
catalizadores quimicos convencionales. Su elevada actividad en condiciones suaves de
pH, temperatura y presién es importante para su empleo en procesos en los que
intervienen substratos y/o productos Iabiles; su gran selectividad evita la formacioén de
productos secundarios, ofreciendo buenas espectativas de uso en reacciones de Quimica
Fina; y su alta especificidad permite su actividad en mezclas complejas y asi su aplicacién
en métodos analiticos, en el procesamiento de alimentos o en reacciones en las que
intervienen compuestos quirales. Ademas su uso permite reducir ostensiblemente los
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costes del proceso, tanto por el ahorro de energia como por eliminacién de etapas
posteriores de purificacién.

"

Hasta ahora la implantacién de las enzimas como catalizadores en procesos
quimicos a gran escala se ha visto condicionada por la dificultad de control de los
procesos de catalisis homogénea, el alto coste del extracto enzimético, la pérdida de
actividad enzimatica durante las reacciones, la contaminacién del producto final por la
presencia del catalizador en solucién, la dificultad de su eliminacion de ia mezcla de
reaccion y la imposibilidad de su reutilizaciéon. Todos estos inconvenientes derivan de
trabajar con un catalizador homogéneo, que se solubiliza en la mezcla de reaccion, y labil
en reacciones prolongadas. Por ello se han desarrollado multitud de estrategias para la
inmovilizacién de las moléculas de catalizador activas en un sistema que permita la
difusién de los substratos hasta alcanzar la molécula de enzima, de forma que ésta pueda
ejercer su actividad sin salir de su recinto.

1.1. INMOVILIZACION DE ENZIMAS

Bajo la denominacion de técnicas de inmovilizacion de proteinas se recogen todos
aquellos métodos que logran el confinamiento o localizacion de las moléculas de enzima
en cierto espacio definido y limitado de forma gque retengan su actividad catalftica y que
permitan su uso repetido. Las estrategias desarrolladas con este fin se pueden organizar
en dos grupos (Figura 0.1) segtin consistan en la retencion fisica de la moléculas en un
espacio limitado sin sufrir modificacién alguna (A) o en la insolubilizacién por unién
quimica de la moléculas entre si o a una estructura sélida (B). Dentro del primer grupo
de técnicas de inmovilizacidn se agrupan aquellas que han desarrollado sistemas de
confinamiento de la solucidn proteica dentro de un recinto semipermeable como los
reactores de membrana, las fibras huecas o la microcapsulas (A1) y otros métodos en los
que las moléculas se encuentran atrapadas en micelas reversas o en redes poliméricas
(A2). El segundo gran grupo de estrategias para la inmovilizacion de proteinas a través
de la insolubilizacién de la moléculas por interaccién quimica se clasifican segin la
naturaleza de la citada interaccién en: procesos no covalentes, o inmovilizacién por
adsorcién, en los cuales ]as uniones son mayoritariamente de tipo hidrofébico o
electrostético (B1), y en sistemas de insolubilizacion por formacién de enlaces covalentes
en los que participa la molécula de enzima (B2), que abarcan tanto procesos de
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entrecruzamiento intermolecular con agentes bifuncionales de pequefio tamaiio, como
copolimerizaciones durante la formacién de una matriz polimérica, o como la unién
covalente a solidos preexistentes.

(A1) (B1)

@
nin®

(A2) (B2)

= OO
TUTY

Figura 0.1. Técnicas de inmovilizacién de enzimas (E): (A) Confinamiento; (B) Insolubilizacién.

La eleccién de una u otra estrategia de inmovilizacién para la obtencién de
derivados enzimaticos para ser utilizados como catalizadores en un determinado proceso
quimico dependerd de todos los factores que en €l intervienen, es decir de las
propiedades y caracteristicas intrinsecas de la enzima (actividad, condiciones dptimas
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de estabilidad, estructuras terciaria y cuaternaria), del tipo de reaccién a catalizar
(naturaleza, caracteristicas y propiedades de substratos y productos, condiciones dptimas
de la reaccion), de los condicionantes de tipo industrial dependientes del disefio del
reactor enzimético (requerimientos operacionales, costes) y, en general, de las ventajas
y propiedades adicionales que se deseen conseguir con dicho proceso de inmovilizacion.

Los métodos fisicos y las uniones a soportes sélidos por adsorcion favorecen una
inmovilizacion suave y no distorsionante por la ausencia de interacciones quimicas que
afecten a la enzima, y permiten la inmovilizacién de varias enzimas e incluso de su
correspondiente cofactor. El inconveniente de todas estas técnicas es la minima o nula
estabilizacién lograda por los derivados enziméticos resultantes pues las moléculas se
encuentran libres en el medio o unidas de forma reversible a la matriz, la unica
estabilizacion permitida se logra cuando se limitan las interacciones intermoleculares
(agregacién o proteolisis) o procesos de disociacién de subunidades o pérdida del
cofactor, por ello estrategias mas agresivas en la que tiene lugar la participacién de la
enzima en uniones covalentes son la estrategias de eleccién cuando se pretende limitar
las inactivaciones y/o la libreracién de la enzima al medio de reaccion.

La inmovilizacién de una enzima por formacién de enlaces covalentes entre ella
y el soporte o la matriz en la que se integra supone la irreversibilidad de la unidn y, en
consecuencia, grandes ventajas frente a otros sistemas de inmovilizacién de enzimas
cuando se pretende conseguir no solo un catalizador heterogéneo sino suficientemente
estable. Si ademds el proceso permite la formacion de numerosos enlaces en cada
molécula de enzima, lo que se ha denominado multiinteraccion, 1a fijacion de la posicién
relativa de varios puntos de la molécula en el espacio, implica el aumento de la rigidez
de su estructura terciaria y por lo tanto una importante limitacién a posibles distorsiones
de la conformacidn activa del biocatalizador provocadas por el medio, las condiciones
o la duracion de la reaccidn.

La idea de que la inmovilizacién a través de varios puntos a un determinado
soporte deberia ejercer un importante efecto estabilizador propuesta por Klivanov (2, 3),
fue desarrollada con éxito por Mozhaev et al. (4, 5) y Martinek ez al. (6} para enzimas
copolimerizadas. Ante las limitaciones en cuanto a carga enzimética, propiedades
mecéanicas y problemas difusionales planteadas por la estructura porosa cerrada de los
derivados preparados por copolimerizacién, asi como la imposibilidad de control del
grado de multiinteraccién, se ha propuesto Ia unién covalente de enzimas sobre soportes

5
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sOlidos preexistentes como la més adecuada para la obtencién de derivados enzimaticos
inmovilizados y estabilizados.

1.1.1. INMOVILIZACION DE ENZIMAS POR UNION COVALENTE A SOPORTES
SOLIDOS PREEXISTENTES

La unién covalente de enzimas a soportes sdlidos preexistentes es la estrategia
més utilizada debido principalmente a tres importantes propiedades conferidas a los
derivados enziméticos obtenidos por este sistema, ademas de las derivadas de la propia
inmovilizacion. Estos atributos caracteristicos son el caracter covalente y por lo tanto
estable de la unién, la estabilizacién adicional que puede conferir la interaccién cuando
sea multipuntual y el permitir manipulaciones posteriores con el fin de modificar
propiedades quimicas o cataliticas, provocar cambios de especificidad de substratos,
realizar estudios de desplegamiento-replegamiento, de la presencia de cosolventes o
cosolutos, etc.. Ademas, en muchos casos es posible la eleccion del soporte adecuado
segtn el precio, el tipo de reactor o la capacidad de carga enzimética deseados.

Sin embargo cada tipo de enzima y cada reaccién a catalizar presentaran
condicionantes especificos al establecimiento de estrategias generales de inmovilizacién
covalente, surgiendo problemas de congruencia geométrica enzima-soporte, los cuales
limitarian la posibilidad de multiinteraccion y de estabilizacién adicional, el nimero de
uniones de cada molécula de enzima con el soporte podria provocar distorsiones y
conducir a derivados enzimdticos inactivos, o bien, algin grupo del centro activo
imprescindible para su actividad catalitica podria participar en la unién al soporte, lo cual
supondria la inactivacién de la enzima.

» Inmovilizacion covalente de enzimas sobre soporte glioxil-agarosa

Este método conmsiste en la inmovilizacién covalente controlada y poco
distorsionante de enzimas sobre un soporte solido preexistente tipo superficie
polifuncionalizado con grupos aldehido moderadamente separados del soporte (7, 8).

El proceso de inmovilizacién se inicia con el ataque nucleofilico del N de un
residuo de Lys superficial de la enzima sobre el C carbonilico de uno de los grupos
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glioxilo con los que se encuentra activado el soporte, dando lugar a una base de Schiff.
Esta base de Schiff es una forma reversible y por ello serd necesaria la posterior
reduccién con NaBH, para que resulte un enlace covalente sencillo y por tanto estable
entre enzima y soporte. Esta reduccidn, ademas provoca el bloqueo o inactivacion del
soporte, por convertir los grupos glioxilo reactivos remanentes en grupos hidroxilo inertes.

Las caracteristicas mas importantes tanto del tipo de grupo reactivo como del tipo
de unién enzima-soporte se resumen a continuacién. En primer fugar, los geles de
agarosa son estructuras tridimensionales mas o menos compactas integradas por la
asociacion de filamentos de cadenas polisacaridas organizadas, cada uno de estos
filamentos de gran densidad exhibe una gran superficie ante una enzima, posibilitando
una buena congruencia geométrica entre ambas. El método de activacion permite el facil
control del grado de activacion superficial y con ella se puede conseguir una elevada
densidad superficial de grupos activos accesibles en el soporte. Estos grupos reactivos
obtenidos son muy estables tanto durante el almacenamiento prolongado como en el
transcurso de la reaccién de inmovilizacién de proteinas. El grupo con el que se ha
activado el soporte, grupo glicol, presenta gran reactividad hacia un grupo quimico
abundante sobre la superficie de las proteinas como es el grupo amino de los residuos
de Lys y la interaccidn entre ellos no presenta ningiin impedimento de tipo estérico. El
resultado del proceso es la formacién de un enlace reversible tipo base de Schiff, esto es
muy importante pues los enlaces que se formaran mayoritariamente seran aquellos que
supongan la minima distorsion de la estructura tridimensional de la enzima, siempre que
las condiciones de reaccion no sean muy drasticas. Cuando la densidad de grupos
reactivos sobre cada una de las especies (soporte y enzima) es suficiente para que
puedan tener lugar varias interacciones sobre la misma molécula, la formacion de dos
enlaces tipo base de Schiff entre ellos supone la inmovilizacidn irreversible a pesar de la
reversibilidad de cada uno de estos enlaces, pues la probabilidad de que los equilibrios
de disociacion de ambos enlaces se encuentren en el mismo instante desplazados hacia
forma disociada son muy bajas (Figura 0.2). El tratamiento posterior con un agente
reductor como el NaBH, no sdlo supone la irreversibilidad de los enlaces formados sino
la inactivacion de los grupos reactivos del soporte que no hubieran interacccionado, que
pasan a convertirse en hidroxilos, 1o cual supone la obtencién de un derivado enzimatico
inmovilizado en el que la enzima se encuentra unida covalentemente a un soporte sélido

inerte.
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Estas caracteristicas confieren al sistema de inmovilizacién buenas posibilidades
de que entre enzima y soporte tengan Jugar una interaccién intensa, a través de varios
puntos, pero poco distorsionante, y prometen una inmovilizacién rapida, extensible a
todo tipo de enzimas y duradera, como lo demuestra la aplicacién a enzimas tan
diferentes como la lipasa de Candida rugosa (9), tripsina (8), quimotripsina (10),
penicilina G acilasa (11), ferredoxin-NADP* reductasa (12), etc. que han dado lugar a
derivados con una alta carga enzimatica e importante estabilizacion.
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1.2. UTILIZACION DE ENZIMAS EN INDUSTRIA LACTEA

La aplicacién de enzimas para la industria del procesamiento de alimentos
liguidos ha avanzado rapidamente debido a que los procesos de la industria alimentaria
en general son degradativos y en muchos de ellos la industria tradicional ya utilizaba
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extractos enziméticos, por lo tanto la introduccién de nuevas tecnologias supone la
adaptacion de los procesos utilizando la misma herramienta (biocatalizador).

[S

La industria lactea ofrece un campo muy interasante para la utilizaciéon de
enzimas inmovilizadas en el procesamiento de sus productos o en su anélisis. Muchos de
los procesos que se realizan hoy en dia requieren el uso de enzimas que en la actualidad
se usan en forma de extractos solubles con los problemas econdmicos, técnicos y de
posibles contaminaciones que ello comlleva, por tanto la utilizacion de derivados
enzimaticos inmovilizados sobre los numerosos derivados lacteos fluidos supondria
interesantes oportunidades tanto por la posibilidad de substituir las etapas enzimaticas
clasicas por sistemas en continuo, como por la posibilidad de introducir nuevos
tratamientos enzimaticos que den lugar a nuevos productos y de mayor calidad. Desde
que ha sido planteada esta posibilidad se han estudiado numerosas reacciones de interés
potencial:

- Utilizacién de catalasa inmovilizada para la degradacion del peréxido de
hidrégeno (H,0,) usado en la esterilizacion de la leche en frio.
- Utilizacién de peroxidasa inmovilizada como agente antimicrobiano.

- Utilizacién de papaina inmovilizada para el estudio de la estructura de las
micelas.

- Utilizacién de proteasas inmovilizadas para la coagulacién de la leche.
- Utilizacién de B-galactosidasas inmovilizadas para la hidrélisis de lactosa.

- Utilizacion de lipasas y esterasas inmovilizadas para la produccién de aromas

naturales.

Dos de la enzimas para las que seria de gran interés su inmovilizacién para el
empleo de los derivados en la industria lactea son: renina y 8-galactosidasa.

Las reninas son proteasas acidas que catalizan la hidrolisis de una dnica proteina
lactea, la caseina k, lo cual desencadena una cadena de procesos que culminan con la
formacién de un precipitado denominado cuajada, primera etapa en la produccion del
queso. Estas enzimas son de las mas usadas hoy en dia a nivel industrial y su adquisicién
supone grandes sumas de dinero para las industrias consumidoras. Por ello se han



INTRODUCCION GENERAL

realizado numerosos estudios para determinar el modo de utilizacién mas eficiente. El
desarrollo de las técnicas de inmovilizacion de enzimas ha orientado mucho de estos
estudios a la investigacién de las posibilidades de inmovilizacién impulsados por dos
factores: el enorme incremento de la demanda que llevé a periodos en los que la
disponibilidad de los extractos utilizados, principalmente guimosing, disminuia
considerablemente y la laboriosidad y dificultad de control de proceso industrial. Por lo
tanto, la obtencién de derivados inmovilizados de estas enzimas permitiria el
procesamiento en sistemas en continuo con el consiguiente ahorro en catalizador, ademés
se facilitaria el control del proceso, se limitarian de reacciones secundarias sobre los
productos de la coagulacion o de menor especificidad que la hidrdlisis de caseina, y se
podrian obtener sueros libres de enzima (ricos en lactosa y en proteinas solubles) lo cual

permitiria su aprovechamiento posterior.

Al tratarse de una endoproteasa y tener que actuar sobre um substrato
macromolécular la inmovilizacién puede plantear condicionantes de tipo estérico dando
lugar a la pérdida de sus propiedades coagulantes. Por ello, la preparacién de derivados
presenta una mayor complejidad que la de otras enzimas cuyos substratos son de

pequeno tamaio.

Las B-D-galactosidasas (B-D-galactdsido galactohidrolasas, EC 3.2.1.23) son
disacaridasas que catalizan la hidrdlisis y transgalactosilacion de 8-galactopiranésidos. Su
substrato natural es la lactosa y por ello también son denominadas lactasas, siendo
responsables de la hidrélisis de su enlace B-(1-4) rindiendo como productos: galactosa
y glucosa. Son, por tanto, enzimas especificas para el anillo D-piranésido y el enlace -
glicosidico.

El interés industrial de estas enzimas reside en la posibilidad de su utilizacién
para la eliminacién de la lactosa en numerosos productos y subproductos lacteos.

La lactosa (4-O-B-D-galactopiranosil-D-glucosa) es el azucar mayoritario de la
leche y su presencia en los productos lacteos supone importantes limitaciones a la hora
de su manipulacién o del consumo humano de los productos. En primer lugar, la
insuficiencia enzimatica intestinal que presenta una sub-poblacion de individuos nada
despreciable, hace que desarrollen intolerancia a la lactosa por lo que, en muchos casos,
no pueden consumir leche ni sus derivados. En segundo lugar, la baja solubilidad de este
disacarido limita considerablemente muchos de los posibles tratamientos a aplicar sobre

10
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los productos lacteos, dificultando y encareciendo los procesos industriales. Y en tercer
lugar, la presencia de lactosa en los sueros supone un importante contaminante de las

aguas residuales de las plantas procesadoras de leche.

La aplicacion de estas enzimas en la industria lactea, ademas de eliminar los
citados inconvenientes derivados de la presencia de este componente en los productos
elaborados, supondria un atractivo modo de aprovechamiento de los sueros como jarabes
de glucosa y galactosa que podrian ser utilizados como edulcorantes en productos
propios o en diferentes industrias alimentarias. También permitiria introducir
modificaciones en los procesos lo cual daria lugar a derivado lacteos diferentes.

Las caracteristicas estructuralesy propiedades enzimaticas de cada 8-galactosidasa
dependen de su origen, por eso en cada capitulo del presente trabajo se hace una
descripcion breve de la lactasa objeto de estudio. Las diferentes lactasas han mostrado
variadas propiedades cinéticas que condicionaran su posible aplicacion en funcién de las
propiedades del substrato, de los rendimientos requeridos y de los condicionantes
tecnoldgicos del proceso. Asf, las enzimas de origen fitngico disponibles comercialmente,
como Aspergillus oryzae y Aspergillus niger permiten buenos rendimientos en la hidrolisis
de lactosa en suero debido a su pH Sptimo acido (pH 4,5) apropiado para este substrato;
para su utilizacién en la hidrélisis de lactosa en leche, se ha compensado su menor
actividad enzimética a pH 6,0-6,5, utilizando cantidades mayores de enzima. También se
han estudiado fuentes enzimdticas de tipo bacteriano como Escherichia coli o Bacillus
circulans por tener un pH 6ptimo de actividad adecuado para su utilizacién en leche, sin
embargo debido a su origen su aplicacidn en procesos alimentarios no es considerado
"seguro” y por tanto su uso no esta permitido.

El proceso de hidrdlisis de lactosa se debe realizar preferentemente a
temperaturas altas para eliminar problemas de contaminacién bacteriana y para
aumentar la velocidad de reaccién pues es preciso procesar grandes cantidades de
substrato (leche o suero). Por ello, la obtencion de derivados enzimdticos 6ptimos para
su empleo a nivel industrial obliga a que éstos sean muy activos y muy estables. Esta
estabilizacién podré venir de la mano de la propia inmovilizacién o por el desarrollo
posterior de estrategias de establizacién sobre los derivados inmovilizados.

* K Kk
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OBJETIVOS GENERALES

De un modo muy general, el primer objetivo de la presente Tesis Doctoral es el
desarrollo de herramientas bioquimico-fisicas para optimizar el disefio molecular de
derivados de enzimas inmovilizadas ftiles en tecnologia de alimentos y mas
concretamente de derivados de una renina y de diferentes lactasas de interés en
tecnologia lactea. Sin embargo, al abordar dicho objetivo surgen dificultades, poco
estudiadas en Tecnologia Enzimatica, y no exclusivas de la Tecnologia de los Alimentos.
Los problemas a resolver para disefiar buenos derivados de renina y lactasa se solapan
perfectamente con otros, no los mas comunes pero si muy frecuentes, que se manifiestan
en las enzimas de interés industrial, como son: la utilizacién de enzimas inmovilizadas
que actdan sobre substratos macromoleculares, la inmovilizacién y estabilizacion de
enzimas altamente glicosiladas o la estabilizacién estructural y funcional de enzimas
oligoméricas.

Asi pues se decidid, en contraposicion a la tecnologia mas comin de enzimas
sencillas que actGan sobre substratos de bajo peso molecular y tomando como modelo
las citadas enzimas de marcado interés industrial, fijar como objetivo primordial del
trabajo: la inmovilizacién y la estabilizacion de enzimas de estructura y/o funcién complejas.

Como método de trabajo se continud Ia linea de investigacidn clave en nuestro
laboratorio para el desarrollo de nuevas tecnologias de enzimas industriales a través de
la aplicacién de estrategias de bioquimica y biofisica de fase sélida. Es decir, servirse de
la inmovilizacién de ]a posterior modificaci6én de los derivados resultantes, para el diseio
de nuevos sistemas de estabilizar y modular las propiedades de la enzimas industriales.

13
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Son tres Jos problemas a resolver y a ellos se dedica cada uno de Jos tres capitulos
de la Memoria:

i.- Inmovilizacion de enzimasiproteinas que actian sobre substratos/ligandos
macromoleculares.

ii.~ Inmovilizacion y estabilizacion de enzimas altamente glicosiladas.

iii.- Inmovilizacién y estabilizacion estructural y funcional de proteinas de estructura
oligomérica.

En cada uno de los capitulos se discuten las nuevas metodologias a utilizar y en
la Discusién Global se realiza una evaluacién conjunta ya que, a pesar de los diferentes
temas planteados, el nucleo de los problemas y las herramientas para resolverlos tienen
numerosos puntos en comin. E] problema global es la inmovilizacién de una enzima
para ser reutilizada sin que las moléculas se liberen del soporte, al mismo tiempo retener
un gran porcentaje de actividad catalitica, tanto hacia substratos pequefios como hacia
substratos macromoleculares, y aumentar su estabilidad cuanto sea posible frente a la
disociacién de subunidades, frente a la distorsion de 1a estructura 3D, etc.. Las soluciones
vendrdn de la mano de la eleccion de las estrategias adecuadas, de la eleccién del
soporte para la inmovilizacién, de la eleccién de la quimica de activacién, de la
utilizacién de brazos espaciadores, de la eleccién de los agentes entrecruzantes, del
disefio de los procesos de inmovilizacién y de modificaciones quimicas, etc..
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CAPITULO 1

Inmovilizacion de enzimas que actitan sobre
substratos macromoleculares: Inmovilizaciéon de renina
de Mucor michei para la hidroélisis de caseina x.
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INTRODUCCION

1. INMOVILIZACION DE PROTEINAS/ENZIMAS QUE ACTUAN SOBRE
LIGANDOS/SUBSTRATOS MACROMOLECULARES

La inmovilizacién de enzimas y otras proteinas de interés que una vez en fase
sdlida deben actuar sobre substratos macromoleculares supone un problema general
tanto para el desarrollo de técnicas de cromatografia como para reacciones industriales.
Este es el caso de la inmovilizacion de antigenos para uniébn especifica del
correspondiente anticuerpo, de nucleasas para hidrélisis de dcidos nucleicos, de lectinas
o, como en el caso que se ha elegido como ejemplo, de proteasas como la renina (39.000
D) para la hidrélisis de caseina x (19.000 D), en los cuales la zona de la superficie de la
enzima involucrada en el reconocimiento del substrato y en la catalisis debe ser muy
amplia (Figura L1). Ello trae consigo dos problemas criticos en el proceso de
inmovilizacion:

-por un lado, pequeiias distorsiones en la estructura tridimensional de la enzima

que se pueden producir durante el proceso de inmovilizacién, por la unién

covalente multipuntual, por interacciones fisico-quimicas entre la enzima y el

soporte, etc. pueden tener ahora efectos negativos muy importantes sobre las
propiedades cataliticas de la enzima inmovilizada.

- por otro lado, la posibilidad de que tras la inmovilizacién de la enzima su centro
activo pueda quedar parcialmente orientado hacia la superficie del soporte,
impondria severas restricciones para el acceso de los substratos macromoleculares.

Estos problemas han recibido poca atencion en la literatura cientificas ya que en
Ia mayoria de los sistemas enzimaticos de interés industrial las enzimas deben actidar
sobre substratos pequefios y la incidencia de los problemas planteados es mucho menor.
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S S-E

Figura L1. Representacién esquematica de la interaccién de una enzima con un substrato macromolecular.

Asi pues, para optimizar Ja preparacién de estos derivados de proteinas que
actian frente a substratos macromoleculares, en la presente Memoria de Tesis Doctoral
se ha estudiado la influencia de algunas caracteristicas, tanto del soporte como de los
métodos de activacion de los mismos que, en este caso pueden ser criticas. Asi:

* se inmovilizard la epzima sobre soportes activados con diferentes grupos
funcionales para forzar la unién de las moléculas de proteina al soporte a través de
diferentes zonas de su superficie externa. De este modo se pretende modificar la
orientacién relativa del centro activo de la enzima con respecto a la superficie del
soporte, hasta lograr una orientacion en la cual no se vea restingida la accesibilidad de
los substratos voluminosos,

* se inmovilizara la enzima sobre soportes activados en los que los grupos
funcionales reactivos se encuentren alejados de la matriz del soporte por medio de
"brazos espaciadores" inertes,

* y, por ultimo, se inmovilizara la enzima sobre soportes con morfologia interna
diferente que supongan menor impedimento estérico.

17
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(A)

(B)

©

Figura 1.2. Estrategias de inmovilizacién propuestas para la inmovilizacién de enzimas que actitan sobre
substratos macromoleculares: (A) Anclaje de [a enzima al soporte con distintas orientaciones relativas,
(B) Utilizacion de soportes activados con "brazos espaciadores” y (C) Utilizacion de soportes con diferente
morfologia interna.
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* en general, se disefiardn inmovilizaciones muy suaves para reducir al maximo
las distorsiones de la enzima durante la inmovilizacién y para conservar lo mas intacta
posible toda la zona involucrada en el reconmocimiento de los substratos
macromoleculares. Es decir, utilizando soportes con un bajo grado de activacion, se
intentardn reducir al maximo las posibilidades de que cada molécula de enzima se pueda
unir al soporte a través de varios enlaces. Al mismo tiempo, cuando la inmovilizacién
requiera algin tipo de modificacién quimica previa de la enzima (la activacién de sus
residuos acidos, la oxidacién de sus cadenas glicosidicas con peryodato, etc.) se
empleardn los soportes con los grupos funcionales adecuados para que el grado
requerido de modificacién de la proteina sea lo menor posible.

* & ok

A contipuacién se comentan en detalle las distintas alternativas propuestas para
estudiar cada uno de los pardmetros indicados y la orientacién dada a su desarrollo.
Estas tres estrategias no son en modo alguno excluyentes, pudiendo ser utilizadas de
forma complementaria para abordar el problema de la obtencién de derivados
enzimaticos con buena actividad catalitica frente a substratos macromoleculares.

* ANCLAJE DE LA ENZIMA AL SOPORTE CON DISTINTA ORIENTACION
RELATIVA.

Este estudio utiliza un mismo soporte, variando el tipo de grupos reactivos con
los que se activa, de forma que la unién de la enzima tenga fugar a través de grupos
superficiales de diferente naturaleza. Con ello se intenta que la orientacion mayoritaria
que adoptaran las moléculas inmovilizadas para cada funcionalizacién suponga una
diferencia llamativa con respecto a la mayoritaria con otro tipo de activacién.

Se han desarrollado cuatro métodos de inmovilizacién que se representan
graficamente en la figura 1.3:
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(A)

(B)

NH,
—NH,

oon (D)

COOH

NH,

Figura L3. Métodos de inmovilizacién de enzimas por unién covalente a soportes de agarosa que permiten
la diferente orientacién de la molécula con respecto a la superficie del soporte: {A) Inmovilizacién
covalente a través de la zona de la enzima mads rica en grupos amino; (B) Inmovilizacion covalente a través
de los grupos carboxilo de la enzima; (C) Inmovilizacion covalente a través del residuo amino terminal de

la enzima y (D) Inmovilizacién covalente a través de las cadenas glicosidicas de la glicoenzima.
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- Inmovilizacidn de enzimas a través de su area mds rica en grupos amino a
soportes activados con grupos glioxilo (A). Los grupos aldehido del soporte
al reaccionar con un grupo amino superficial de la proteina forman bases
de Shiff, lo cual supone la insolubilizacién reversible. Para que la unién
enzima-soporte sea estable, en la interaccién han de estar involucrados al
menos dos pares amino-aldehido. La reaccion bipuntual ha de tener lugar
sobre un soporte muy activados y en un medio suficientemente alcalino
(pH=10,0). Con esta estrategia las moléculas de enzima se inmovilizaran
por la zona de su superficie que presente mayor densidad de residuos de
Lys ya que serdn los que més ficilmente puedan dar lugar a este tipo de
inmovilizaciones bipuntuales.

- Inmovilizacién de enzimas a través de sus grupos carboxilo a soportes
activados con grupos amino (B). La posibilidad de preparar un soporte
activados con grupos amino de muy bajo pK permite realizar la
inmovilizacién en condiciones experimentales muy suaves utilizando bajas
concentraciones de carbodiimida como agente activador de grupos
carboxilo de Asp o Glu. Por ello la enzima se inmovilizara
mayoritariamente a través de la zona de su superficie de la enzima mas
enriquecida en este tipo de residuos acidos.

- Inmovilizacién de enzimas a través de sus residuos amino términales a
soportes activados con grupos glutaraldehido (C). Estos soportes reaccionan
irreversiblemente con las moléculas de proteina de modo que éstas quedan
insolubilizadas nada mas producirse la primera reaccién entre un grupo
amino superficial de la proteina y un residuo glutaraldehido del soporte. Si
se tiene en cuenta que el pK de los grupos amino terminales de una
proteina es de 7,5-8.0 y, por el contrario, el pK de los residuos de Lys
expuestos al medio del orden de 10,7, se puede preveer que la reactividad
del residuo amino terminal a pH 7,0-8,0 es muy superior a la de cada
residuo de Lys. Por ello, cuando se inmoviliza una proteina a pH préximo
a la neutralidad sobre este tipo de soportes, la reaccién entre cada
molécula de enzima y el soporte va a tener lugar principalmente a través
de este residuo amino terminal, siempre y cuando se encuentre accesible
en la superficie de la molécula. '
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- Inmovilizacién de enzimas a través de sus cadenas glicosidicas a soportes
activados con grupos amino (D). En el caso de enzimas o proteinas
glicosiladas la presencia de sus cadenas polisacaridas permite un nuevo
tipo de inmovilizacion. El bajo pK de los soportes MANA-agarosa ha
posibilitado la insolubilizacién de glicoproteinas, previamente oxidadas, en
condiciones suaves.

* UTILIZACION DE "BRAZOS ESPACIADORES".

La utilizacion de brazos espaciadores entre ligandos y soporte se desarrollé
principalmente en cromatografia de afinidad para lograr que el ligando en fase sélida
pudiese interaccionar con el centro de reconocimiento de las proteinas, generalmente
situado en una cavidad, méas o menos expuesto. En estos casos las cadenas alifaticas de
6-9 atomos de carbono suelen ser suficientes para lograr un perfecto acoplamiento entre
el ligando inmovilizado y {a proteina en solucién. En el caso de enzimas y substratos
macromoleculares, el problema podria ser mucho méas complejo ya que un
distanciamiento de pocos A promovido por "brazos espaciadores alifaticos” podria no ser
suficiente cuando la orientacién de la molécula de enzima en relacién al soporte no sea
buena para la insercion del substrato voluminoso. Por ello se han propuesto la utilizacién
de dos tipos de espaciadores un diepoxido lineal de 12 4tomos, y cadenas polialdehidicas
obtenidas por oxidacidén de dextrano.

*UTILIZACION DE SOPORTES CON DIFERENTE MORFOLOGIA INTERNA.

La naturaleza quimica del soporte asi como el método de sintesis industrial del
mismo, determinardn la disposicién estructural de las cadenas poliméricas que lo
componen, dando lugar a estructuras porosas mas o menos abiertas (Figura 1.4). La
morfologia interna del soporte determinara el tipo de "conexiones" geométricas enzima-
soporte que surjan en la inmovilizacién: interacciones enzima-cadena molecular, enzima-
red tridimensional, enzima-superficie o situaciones intermedias. La eleccién de un tipo
u otro de soporte serd decisiva pues la conguencia geométrica enzima soporte
determinara la accesibilidad del substrato voluminoso promovido por la proximidad entre
la superficie del soporte y el centro activo de la enzima.
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Figura L4. Soportes con diferente morfologia interna.

Asi, los soportes con poros cilindricos como silica, vidrio, alumina, algunos
polimeros sintéticos como las resinas SEPABEADS de Ia casa Mitsubishi, etc. (A) o los
soportes tipo agarosa o celulosa constituidos por fibras de unos 200 A de didmetro (B)
podrian presentar una gran congruencia con la enzima inmovilizada y dificultar su
interaccion con substratos voluminosos. Sin embargo, muchos polimeros sintéticos
obtenidos por entrecruzamiento quimico de cadenas poliméricas aisladas como las resinas
de tipo acrilico o de tipo polivinilo presentan una estructura interna porosa similar a un
entramado de cadenas moleculares aisladas (C) y la inmovilizacién de moléculas de
enzima podria presentar menores problemas estéricos para la unién de los substratos
(Figura 1.4).

23



CAPITULO I INTRODUCCION

2. RENINA, ENZIMA-MOD_ELOI PARA EL DESARROLLO TECNICAS DE
INMOVILIZACION DE ENZIMAS QUE ACTUAN SOBRE SUBSTRATOS
MACROMOLECULARES

2.1. COAGULACION DE LA LECHE: ESTABILIDAD MICELAR, MECANISMO DE
LA COAGULACION Y ENZIMAS COAGULANTES

La coagulacion de la leche consiste en la formacién de un entramado proteico
(coagulo o cuajada), producto de las modificaciones fisicoquimicas de las micelas de
caseina por la accién de enzimas proteoliticas y/o acidificacién, y supone la primera etapa
del proceso de transformacion de la leche en queso a la que siguen la separacion del
suero (fraccién soluble) para obtencidn de la cuajada (precipitado), el salado, y el afinado
o maduracién, que recoge todas las transformaciones bioquimicas que se producen sobre
los constituyentes de la cuajada por la accion enzimas, en general de origen microbiano.

La micela de caseina estd formada por la asociacién de proteinas (caseinas:
@,,02,,8 y x), de fragmentos peptidicos y de constituyentes inorgénicos (Ca y P). Las
caracteristicas fisicas de estas particulas (volumen, densidad, grado de hidratacién) les
confieren gran estabilidad en medio acuoso.

Entre las caseinas, destaca la fraccion x por su escasa afinidad al Ca, por ser la
unica que puede encontrarse glicosilada, pero sobre todo, por su importante papel dentro
del complejo micelar (13). La estructura primaria de su cadena peptidica revela la
existencia de dos regiones: la regién N-terminal (segmento peptidico I-105), bisica e
hidrofdbica, y la regién C-termninal (segmento polipeptidico 106-169), cuyo caracter acido
e hidrofilico se ve acentuado por la presencia de las cadenas glicosidicas. La presencia
de la caseina x en la micela es la que permite la formacién de complejos estables con las
caseinas a y 8 debido precisamente a su naturaleza anfipatica: el niicleo de la micela se
encuentra formado por intensas asociaciones poliméricas de naturaleza exclusivamente
proteica con bajo contenido en caseina x, unidas entre si por enlaces hidrofébicos y
electrostaticos en los que participaran los grupos fosfoserilo de la proteinas y el Ca. Por
el contrario, en la zona externa de la micela se dispondran las subunidades ricas en
caseina k, que actuaran estabilizando el complejo, exponiendo al medio su regién C-
terminal hidrofilica (14) (Figura L.5).
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Moleculas de k-caseina

/ {

Grupos P

— o, 04
!

Nuciec hidrotobico

Figura L.5. Representacion esquemitica de la estructura propuesta para las micelas (14): (A) subunidad

micelar y (B) micela.

La gran estabilidad de la leche como coloide es consecuencia de la carga eléctrica
superficial negativa de las micelas, cuya repulsion electrostatica evita la agregacion, a
pesar de la gran densidad, manteniendo la dispersién micelar.

* k%

A pesar de la gran estabilidad de la micela de caseina, la alteracién de alguno de
los parametros que controlan su dispersion en el medio provoca la insolubilizacién de
la fraccion proteica de la leche o coagulacién. Los métodos méas sencillos para

desestabilizar la dispersion son:

- la acidificacién del coloide, que provoca el aumento de la solubilidad del Ca en
la fase acuosa, con la consecuente desmineralizacion de la micela, asi como la
disminucién de la ionizacién de las caseinas y, como resultado, la disminucién de su
capacidad de complejacion,

- y la accion de enzimas proteoliticas que actiian sobre las proteinas micelares
provocando la desestabilizacién y ruptura del complejo micelar.

Aunque existe un gran nimero de proteasas capaces de deshacer el complejo
caseinico, las mds interesantes son aquellas que, por su especificidad, permiten la
obtencion de un adecuado precipitado sdlido o cuajada. El coagulante mas utilizado y
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estudiado ha sido el cuajo o "rennet", extracto enzimatico obtenido del estémago de
f g

ternero cuyo componente enzimético mayoritario es la quimosina o renina

aunque
puede contener en pequefia cantidad pepsina bovina (15-17). La renina es la proteasa

acida que actila especificamente sobre k-caseina.

Todos los coagulantes adecuados como substitutos del cuajo para la fabricacion
de queso contienen una enzima perteneciente a las proteasas 4cidas, denominadas en
general “reninas" (EC 3.4.23 6 EC 3.4.4.3). Tanto las enzimas secretadas en forma de
zimogenos por las células del estdbmago de vertebrados, como las de origen microbiano
secretadas al medio en su forma activa, muestran una considerable homologia estructural,
asi como similares mecanismos cataliticos (18). Sus pesos moleculares oscilan entre
30.000 y 40.000 D, y muestran especificidad hacia la hidrolisis del enlace Phe ,-Met,,; de
caseina x (19), aunque posteriormente podran participar en hidrélisis menos selectivas.

* % %

El estudio de la coagulacién por accién del cuajo ha permitido entenderla como
un proceso en dos fases. La primera fase o fase enzimdtica en la que tiene lugar la
hidrélisis selectiva del enlace peptidico Phe, ;-Met,,; de la caseina x. Como productos se
obtienen el caseinomacropéptido, correspondiente al segmento 106-169, soluble en el
suero y la paracasefna x« de marcado caracter hidrofébico que, al contrario de lo que
ocurre con la caseina x, ya no es capaz de estabilizar al complejo caseinico en presencia
de Ca. La segunda fase es la de coagulacion propiamente dicha, que consiste en el
desplegamiento de las cadena polipeptidicas, consecuencia de la solubilizacién de la zona
hidrofilica de la caseina x, que deja expuesto al medio el interior hidrofébico del
complejo micelar.

El resultado final de todo el proceso es la desestabilizacion del sistema

YEl término "renina”, wtilizado para denominar a la citada enzima coagulante ldctea
("rennin”, en inglés) puede llevar a confusiones debido a que coincide con el dado a otra enzima sin
ninguna relacién como es la producida en el rifidn que desempefia una importante funcion en el
mantenimiento de la tension sanguinea ("renin”). Por ello Foltmann propuso el nombre de
"quimosina"” ("chymosin"), introducido por Deschamps en 1940.

Foltmann, B. (1970) en "Methods in Enzymology". (Ed. Perlmann, G.E. y Lorand, L.)
Accademic Press, vol. XIX, 421-436.

Deschamps, J.M. (1940). J. Pharmacie et Sciences Accesories, Paris, 6, 412-420.
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inicialmente homogéneo y la formacién de dos fases una acuosa o suero en la que
permanecen solubles sales, aziicares y algunas proteinas y péptidos y un precipitado o
cuajada mayoritariamente proteico.

Aunque en la mayoria de las condiciones la hidrolisis de caseina k y 1a coagulacién
tienen lugar practicamente solapadas en el tiempo, es importante remarcar que la
coagulacién no es la consecuencia directa de la hidrélisis de caseina x, sino de las
interacciones entre las proteinas cuando no se encuentran en equilibrio con el medio.
Por ello existen determinadas condiciones en la que el medio es capaz de estabilizar las
cadenas proteicas altamente hidrofébicas evitando su precipitacion. El incremento del
pH por enzima de 6,5, la disminucién de la temperatura por debajo de 15°C o la
reduccién de la concentracién de Ca evitan la coagulacion a pesar de que la etapa
enzimética haya tenido lugar en las citadas condiciones.

2.2. UTILIZACION DE DERIVADOS INMOVILIZADOS DE RENINA

A pesar de lo complejo del proceso de coagulacion de la leche, 1a posibilidad de
separar en el tiempo la etapa enzimatica de la de coagulacién propiamente dicha,
convierte al proceso en susceptible de la utilizacién de derivados inmovilizados de
enzimas. Asi, tratando la leche a menos de 15°C con el derivado enzimatico tiene lugar
exclusivamente la hidrolisis enzimética y el simple calentamiento provoca de forma
inmediata la coagulacion, siempre que el rendimiento de la etapa anterior haya sido
suficiente (Figura 1.6).

Desde el punto de vista industrial, la utilizacién de derivados enzimaticos
inmovilizados en la produccién de queso ofrece dos ventajas muy importantes: permitir
la separaci6n del catalizador de la mezcla de reaccién en cualquier momento y evitar que
la enzima permanezca en el producto de la reaccion. De este modo:

- se puede ejercer un mejor control de la fase inicial del proceso de coagulacién
pues, al alterar el tiempo que dure la proteolisis, se puede modificar el grado de
proteolisis inicial de la leche previa a la coagulacién, factor importante en el rendimiento
de la cantidad de cuajada por litro de leche,

- se facilita el control del proceso posterior de afinado del queso, pues la ausencia
del cuajo en el codgulo evita proteolisis no especificas,
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- permite obtener lactosueros libres de proteasas, cuya presencia dificulta el
procesamiento de estos productos secundarios para su posterior reutilizacién en
alimentacion animal, para enriquecer otros productos lacteos o para el aprovechamiento
de los componentes disueltos en €l (lactosa, péptidos solubles, etc.).

- s¢ abaratan los costes de produccién, ya que permite la reutilizacion de los
catalizadores al ser recuperados de la mezcla de reaccién por filtracién o centrifugacion,
o bien la posibilidad de realizar la primera fase del proceso en continuo con lo cual se
simplifica enormemente la produccion.

En definitiva, Ia utilizacién de derivados inmovilizados de estas enzimas facilita
la estandarizacién de la produccién y la homogeneizacién de las propiedades
organolépticas de los productos, permitiendo la reutilizacién del biocatalizador.

[«]
o)
o~ D.E. o ©
05 © © oDE
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[»]
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B 10°C ] |_
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10 °C 10 “C

20 °C

> - el

Figura 1.6. Sistema propuesto para la coagulacion de leche utilizando un derivado enzimatico inmovilizado:

Suero

Cuajada

D.E.= Derivado Enzimdtico.
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2.3. RENINA DE Mucor miehei

Son las enzimas fangicas de Mucor miehei, Mucor pusillus o Endothia parasitica las
que presentan propiedades comparables o incluso mejores que las del propio cuajo (14).
Al comparar el extracto enzimético obtenido del cultivo de Mucor miehei con el cuajo

se pueden citar que:

- el extracto de Mucor miehei es mas resistente que el cuajo al aumento de la
temperatura, asi como a la alcalinizacién del medio.

- la intensidad y la especificidad de la actividad proteolitica hacia las distintas
caseinas son del mismo orden en ambos extractos.

- la distribucién de la enzima entre cuajada y lactosuero es diferente: Mucor
miehei mantiene mayor actividad residual en suero y el cuajo presenta mayor
tendencia a permanecer en el precipitado.

La renina de Mucor miehei es una glicoproteina de peso molecular 34.000-39.000
D, con un 5,4% de azicares de los cuales los monosacaridos mayoritarios son glucosa
y galactosa (20). En su composicién de aminoacidos 7 residuos corresponden a Lys y 42
y 15 respectivamente a Asp y Glu. Posee puentes disulfuro, sobre su centro activo no
aparecen Ser ni grupos sulfhidrilo (20). Su composicién en aminoacidos muestra enormes

semejanzas con las de otras reninas.

Su actividad Sptima la desarrolla a pH bajos (5,5-7,5) y es marcadamente mas
estable a pH entre 4,0 y 6,0.

Para la determinacion de la actividad hidrolitica de las reninas se utiliza el
bexapéptido Leu-Ser-Phe(NQ,)-Nle-Ala-Leu-Ome que reproduce la secuencia de la
caseina x sobre la cual actiian especificamente estas proteasas (21). De este modo se
evitan los métodos indirectos de deteccion de la coaguacidn que utilizan como substratos:
leche, leche semidesnatada, soluciones de caseina, etc..

La actividad enzimatica optima frente al hexapéptido sintético la ejerce a 63°Cy
pH 4,7, obteniéndose unos valores para sus parametros cinéticos de K, 0,129 mM y K_,,
52 st (22).
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METODOS

1. ACTIVACION DE LOS SOPORTES
1.1. DISTINTAS ACTIVACIONES DEL SOPORTE DE AGAROSA
1.1.1. PREPARACION DEL SOPORTE GLIOXIL-AGAROSA

El proceso de activacién consiste en la esterificacion de los grupos hidroxilo de la
agarosa comercial con glicidol (2,3-epoxipropanol) y 1a posterior oxidacién de los grupos
glicol resultantes para dar lugar a grupos glioxilo reactivos (7). La etapa de oxidacion es
la que permite el control estequiométrico del proceso de activacién para obtener los
geles de agarosa con la densidad de grupos reactivos deseada.

Se procede del siguiente modo: A 150 ml de soporte agarosa (comercial)
empaquetado y suspendido en 30 ml de agua se le anaden 50 ml de NaOH 1,7 M con
28,5 mg/ml de NaBH, A continuacioén se agrega, lentamente y con agitacion suave,
glicidol hasta una concentracién final de 2 M, controlando que la temperatura de la
mezcla se mantenga entre 20 y 25°C. Transcurridas 18 horas con agitacién constante, se
filtra y lava el gel con agua abundante. En una segunda etapa se suspende e] soporte
obtenido anteriormente en 1,5 | de agua y se le agrega la cantidad apropiada de una
solucién de NalO, 0,1 M para oxidar estequiométricamente sus grupos glicol y obtener
la densidad de grupos glioxilo deseada. El consumo del agente oxidante tiene Iugar en
90 minutos, transcurridos los cuales se lava con agua y se filtra el gel glioxil-agarosa

resultante.

1.1.2. PREPARACION DEL SOPORTE MANA-AGAROSA

Para la preparacidon de los soportes MANA-agarosa (monoaminoetil-N-aminoetil-
agarosa) se parte de los soportes glioxil-agarosa (Apartado 1.1.1) con el grado de
activacion deseado. El proceso de activacién es el mismo con independencia de la
densidad de grupos activos del gel de partida.
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Se procede del siguiente modo: Se suspenden 50 m)] de soporte glioxil-agarosa en
una sclucidén de etilendiamina 2 M de pH 10,0, en relacién final 1:5 (Volwpme:Volm'l),
manteniendo la mezcla con agitacién suave a temperatura ambiente durante 2 horas.
Transcurrido este tiempo se agregan 2 g de NaBH, continuando la agitacién 2 horas mas
y se procede al lavado del gel, en primer lugar con tampén borato 0,1 M, NaCl 1 M de
pH 9,0, a continuacién con tampon acetato 0,1 M, NaCl 1 M de pH 4,0 y, por 1ltimo,
con agua, para obtener finalmente el gel MANA-agarosa con la misma densidad de
grupos reactivos del gel glioxil-agarosa de partida (23).

1.1.3. PREPARACION DEL SOPORTE GLUTARALDEHIDO-AGAROSA

Para la preparacién de este soporte: Se suspende el gel MANA-agarosa en
tampoén fosfato 0,2 M de pH 7,0 en relacién 1:1,8 (v:v) y, agitando suavemente, se le
afade glutaraldehido 25% hasta una relacién final 1:3 (v:v). Comprobando el
mantenimiento del pH y de la temperatura entre 18 y 20°C, se dejan transcurrir 12-14
horas para filtrar y lavar con agua abundante y obtener el gel glutaraldehido-agarosa (24).

1.1.4. PREPARACION DE SOPORTES BDE-AGAROSA

Se ha disefiado un proceso de activacidn del soporte de gel de agarosa con 1,4-
butanodiol-diglicidil-éter (BDE) basado en el seguido utilizando glicidol como diepéxido
activador. El proceso es el siguiente:

12 Oxidacion directa del soporte agarosa 6B-CL comercial: Se suspende un volumen
de gel agarosa en agua en relacién 1:10 (v:iv) y se trata con NalO,0,1 M hasta la
oxidacién total (18-20 umoles /ml gel). Alcanzado el consumo maximo de oxidante, se
fitra y se lava el soporte con agua abundante.

22 Reduccion total: Se suspende el gel obtenido del paso anterior en tampdn
bicarbonato 50 mM de pH 10,0, relacion 1:10 (v:v) y se trata con NaBH, hasta
concentracién 1 mg/ml supension. Transcurridos 30 minutos de agitacion suave, se filtra
y se lava el soporte con tampén fosfato de pH 7,0 y con agua abundante.

32 Activacion con BDE: Se han preparado dos soportes diferenciados en el grado
de activacién, para ello se han realizado tratamientos utilizado dos concentraciones de
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reactivo en el medio de reaccion: A cada 10 ml de soporte obtenido en el paso anterior
se le afiaden, en primer lugar 2 6 11,42 ml de agua, a continuacién 6,67 ml de solucién
de NaOH 1,48 M con NaBH, 41,49 mg/m! y por 1ltimo y lentamente 10,45 6 1,05 ml de
BDE. El resultado es una suspension en la que el agente activante se encuentre en
concentracion 2 6 0,2 M, segiin el grado de activacién deseado. Después de 18 horas de
agitacion suave a temperatura ambiente se filtra y se lava el soporte con agua.

42 Oxidacién mdxima de cada soporte: Se suspende cada uno de los soportes
obtenidos en el paso anterior en relacién 1:10 (viv) y se trata con NalO,0,1 M hasta la
oxidacién total (90 6 18 umoles /ml gel, respectivamente). Alcanzado el consumo maximo
de oxidante, se fitra y se lava el soporte con agua abundante para obtener el
correspondiente gel BDE-agarosa.

1.1.5. PREPARACION DE SOPORTES DEXTRANO-AGAROSA

Se han diseiiado y sintetizado dos tipos de soportes de agarosa 6B-CL activados
con dextrano, a los cuales se les ha denominado:

- gel dextrano(oxidacién total)-MANA-agarosa-75 o gel dextrano-agarosa-I.

- gel dextrano(oxidacién parcial)-MANA-agarosa-20 o gel dextrano-agarosa-II.

» Preparacién del soporte dextrano-agarosa-I

12 Se prepara gel MANA-agarosa 6B-CL de méaxima activacién (75 umoles de
grupos amino por ml de gel) segiin el método descrito en el Apartado 1.1.2.

22 Se prepara una disolucién de dextrano-10.000 3,33 mM en agua y se trata con
7,5 g de NalO, manteniendo la incubacién a temperatura ambiente hasta el consumo
total del oxidante, logrado lo cual se dializa frente a agua. De este modo se logra la
oxidacién total del dextrano, resultando una molécula polialdehidica de cadena larga.

32 Se disuelve TMAB en concentracion 150 mM en tampén fosfato 100 mM de
pH 7,0 y se le ahade un volumen idéntico de la solucion de dextrano oxidado. A la
solucién resultante se le incorpora el gel MANA-agarosa hasta una suspensién final 1:10
(v:v). Se ha comprobado que después de 2 horas de agitacién suave a temperatura
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ambiente se alcanza el maximo de unién del dextrano oxidado al soporte, por lo que se
procede a la reduccion de los enlaces formados que no se hayan reducido durante la
incubacién con TMAB: para ello se diluye a la mitad la suspensién con tampén
bicarbonato 0,4 M de pH 10,0 y se agregan 5 mg de NaBH, por ml de suspension final.
Transcurrida media hora de incubacién se procede al filtrado y lavado con tampén
fosfato de pH 7,0 y luego con agua.

4¢ Para activar las moléculas polifuncionales (polihidroxilos) unidas al soporte, se
procede al tratamiento con glicido!l del soporte obtenido en la etapa anterior siguiendo
el mismo método que al activar la agarosa comercial (Apartado 1.1.1).

5¢ Para finalizar, una suspensién 1:10 (v:v) del gel obtenido en el paso anterior
se trata con NalO, 0,1 M dependiendo del grado de activacion final con grupos glioxilo
que se desee sobre €] soporte (hasta un méximo de 450 pmoles/ml gel)

» Preparacion del soporte dextrano-agarosa-I1

1° Se prepara gel MANA-agarosa 6B-CL con la maxima activacién permitida, por
oxidaci6n directa (sin activacion previa con glicidol de la agarosa comercial) y posterior
tratamiento con EDA: el resultado es un soporte con 18-20 pmoles de grupos reactivos
por ml gel.

2° Se preparan disoluciones de dextrano-10.000 3,33 mM en agua y se tratan con
6,75, 6,0 y 3,75 g de NalO,, manteniendo la incubacién a temperatura ambiente hasta el
consumo total del oxidante, logrado lo cual se dializa cada una frente a agua. De este
modo se logran oxidaciones del dextrano al 90, 75 y 50%, respectivamente.

32 Se disuelve TMAB en concentracién 150 mM en tampén fosfato 100 mM de
pH 7,0 y se le afiade un volumen idéntico de la solucién de dextrano oxidado. A la
solucién resultante se le incorpora el gel MANA-agarosa-20 hasta una suspension final
1:10 (v:v).comprobado que después de 2 horas de agitacion suave cesa la desaparicién
de dextrano de la solucion por lo que se considera alcanzada la maxima carga de
dextrano sobre el soporte, por lo que se procede a la reduccién de los enlaces formados
que no se hayan reducido durante la incubacién con TMAB: para ello se diluye a la
mitad la suspensién con bicarbionato 0,4 M de pH 10,0 y se agregan 5 mg de NaBH, por
ml de suspensidn final. Transcurrida media hora de incubacidn se procede al filtrado y
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lavado con tampén fosfato de pH 7,0 y luego con agua.

42 Para finalizar, una suspension 1:10 (v:v) del gel obtenido en el paso anterior
se trata con NalO, 0,1 M dependiendo del grado de activacién final con grupos glioxilo
que se desee sobre el soporte (hasta un maximo de 200 wmoles/ml gel)

1.2. ACTIVACION DE SOPORTES TIPO RESINA

1.2.1. ACTIVACION DEL SOPORTE RESINA TOYOPEARL. PREPARACION DE
SOPORTE GLIOXIL-TOYOPEARL

El proceso de activacion es idéntico al seguido para €l gel de agarosa (Apartado
1.1}, siendo su densidad la misma. La activacién méxima permitida es 100 pmoles de
grupos ghioxilo por ml de soporte humedo bien filtrado.

1.2.2. ACTIVACION DEL SOPORTE RESINA EUPERGIT Y RESINA BIOSYNTH

Ambos soportes poseen grupos epdxido reactivos por ello se sigue el mismo
proceso de activacién en ambos casos.

El soporte comercial se encuentra seco por ello es necesaria primeramente su
hidratacién e hinchamiento. Se pesa una cantidad de soporte seco, se pone en una
probeta y se le afiade agua, agitando cada cierto tiempo para favorecer que el soporte
se humedezca totalmente y, de este modo, se hinche. El gel himedo se podra almacenar
en nevera, una vez lavado con agua y filtrado con una placa porosa. Las correpondientes
densidades de los soportes hinchados y filtrados son: 0,8 g/ml para Eupergit y 0,77 g/ml
para Biosynth.

» Preparacién de glioxil-resinas

Se prepara una suspensién 1:10 (v:v) de soporte himedo bien filtrado en aguay
se agrega acido sulfiirico hasta pH 2,0. A las 14 horas de incubacion a 40°C se filtra el
soporte, lavandolo con abundante agua. A continuacion se resuspende el soporte en agua
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1:10 y se le agrega NalO, 0,1 M segiin la densidad de grupos aldehido que se desee
obtener hasta un maximo de 190 gmoles/ml gel para Eupergit y 130 para Biosynth. El
consumo del agente oxidante tiene lugar en 90 minutos, transcurridos los cuales se lava
la glioxil-resina resultante con abundante agua y se filtra.

» Preparacién de MANA-resinas

El proceso es idéntico que el seguido sobre el gel glioxil-agarosa (Apartadoe 1.1.2).

2. ENSAYOS PARA LA DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

2.1. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA RENINA
2.1.1. ENSAYO DE ACTIVIDAD HIDROLITICA

Se ensaya la actividad de esta proteasa usando el hexapéptido Leu-Ser-Phe(NQ,}-
Nle-Ala-Leu-OMe, propuesto por Raymond et al.(20), como substrato de referencia, por
la semejanza de su secuencia con la zona de la caseina x sobre la que actia
especificamente esta enzima. La hidrdlisis del enlace Phe(NO,)-Nie permite el
seguimiento espectrofotométrico de la actividad enzimética gracias a la naturaleza
cromoférica del aminoicido terminal Phe(NO2) presente en uno de los tripéptidos
liberados. Las condiciones dptimas del ensayo, determinadas en estudios posteriores por
Martin et al. (25), son: pH 4,7 y 310 nm (¢=1000 M"'.cm™).

El ensayo utilizado ha sido el siguiente: A 2 ml de solucidn de substrato 0,14-0,16
mM en tampén acetato 0,1 M de pH 4,7, termostatizadas a 25°C y con agitacién
constante, se les afiaden 25-200 ud de solucién de enzima o de suspension de derivado
enzimatico. Fl registro del incremento de absorbancia a 310 nm y 25°C en funcién del
tiempo (AAbs.m') permite determinar la velocidad inicial de hidrélisis en Unidades de
Actividad Hidrolitica (una Unidad es la cantidad de enzima que es capaz de hidrolizar 1
wumol de hexapéptido por minuto en las condiciones indicadas).
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2.1.2. ENSAYO DE ACTIVIDAD COAGULANTE

Se ha utilizado un ensayo original para la determinaciéon de la actividad
coagulante de la enzima en solucién o inmovilizada. Su importancia reside en la
posibilidad del seguimiento espectrofotométrico del proceso, asi como la posibilidad de
relacionar Actividad Hidrolitica y Actividad Coagulante de la enzima.

El método se basa en el aumento de turbidez, registrado a 550 nm, que se
produce al actuar la enzima sobre una solucién de caseina k (26). Los cursos totales de
coagulacion de caseina x, catalizados por esta enzima, son de tipo sigmoideo, con un
tiempo de latencia después del cual se desencadena el proceso de agregacién registrado
por el aumento de absorbancia con luz visible.

Las condiciones experimentales del ensayo son: A 2 ml de solucién de caseina
1 mg/ml en tampon citrato 50 mM, NaCl 75 mM de pH 5,3, termostatizada a 25°Cy con
agitacién suave y constante, se le afiaden 25-200 4l de solucién enzimatica o de suspensién
de derivado, registrando el incremento de absorbancia por minuto (AAbs.min™),
producido a 550 nm como consecuencia de la reaccién.

Se ha definido como Tiempo de Coagulacion (s) al periodo transcurrido desde que
la enzima se agrega a la solucion de substrato hasta el instante en el que el curso de
coagulacion registrado alcanza su punto de inflexién. Se ha propuesto como Actividad
Coagulanie (s") de la enzima a la inversa del Tiempo de Coagulacion, siendo una Unidad
de Coagulacion la cantidad de enzima que coagula en 1 segundo 2 ml de disolucion de
caseina x 1 mg/ml en las condiciones experimentales estandarizadas.

2.2. ENSAYO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE TRIPSINA

Se ha seguido el ensayo publicado por Schwerty Takenaka (27). Se afiaden 25-150
w1 de solucidn enzimatica o de suspension de derivado a 2 ml de solucién de BAEE (Na-
benzoil-L-arginina-etil-éster) 0,5 M en tampon borato 0,1 M de pH 7,6 a 25°C y con
agitacion snave, siguiendo el aumento de absorbancia que acompafia a la hidrolisis de
substrato sintético a 253 nm (€=750 M".cm™). Una Unidad de actividad es la cantidad de
enzima que hidroliza 1 pwmol de BAEE por minuto en las condiciones experimentales
indicadas.
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3. SEMIPURIFICACION DE LA SOLUCION DE RENINA DE Mucor michei
COMERCIAL

La semipurificacién de una solucién de extracto comercial de renina de Mucor
miehei se realiza por adsorcidn i6nica sobre gel MANA-agarosa-75 y posterior desorcion,
después de abundantes lavados para eliminar del medio todo aquello que no se haya
unido al soporte, por aumento de la fuerza iénica de la suspensién. Con este proceso se
pretende, sobretodo, la eliminacion de los azicares que pudiera haber en el extracto
comercial, para evitar posibles interferencias cuando se trate de oxidar la fraccién
glicosidica de la enzima.

El método es el siguiente: A una disolucién de extracto enzimatico comercial de
8 mg/ml en tampén fosfato 50 mM de pH 5,0 (1,44-1,6 U.H./ml) se le afiade ge/ MANA-
agarosa-75 en relacién 1:10 (viv). Con agitacion suave y a temperatura ambiente (18-
20°C) se sigue el proceso de adsorcién a través de la medida de actividad del
sobrenadante hasta que la unién al soporte sea del 80-100%. Una vez lavado con
cantidad abundante del mismo tampén y filtrado, se resuspende el gel en relacién 1:10
en tampon fosfato 50 mM, NaCl 0,75 M de pH 7,0 y se agita suavemente durante 1 hora,
tiempo aproximado que tarda en liberarse al sobrenadante el 95% de la renina que se
habia adsorbido. La disolucién enzimética semipurificada obtenida posee 1,09-1,22
U.H./ml.

4. OXIDACION DE LAS CADENAS GLICOSIDICAS DE RENINA DE Mucor miehei

La modificacién quimica de la glicoproteina se realiza sobre la solucién
enzimatica semipurificada obtenida segtn el Apartado 3. Una vez comprobado que el pH
se mantiene en 7,0, se tratan porciones de esta solucién (que tendra el 85% de la renina
correspondiente a 8 mg de extracto comercial en cada ml) con Na/O, 0,1 M hasta una
concentracién final de 3,5 umoles por U.H. (consumo méximo de oxidante por cada
unidad de actividad hidrolitica). Cuando se desean oxidaciones parciales el volumen de
solucién de NalO, afiadido se reduce hasta corresponder con 2,3 (para oxidacién al
65%), 1,05 (para oxidacién al 30%) y 0,52 sanoles de oxidante por U.H. de la solucién
(para oxidacion al 15%).
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‘6. PREPARACION DE DERIVADOS ENZIMATICOS POR INMOVILIZACION

6.1. PREPARACION DE DERIVADOS DE RENINA de Mucor miehei

Se han preparado gran cantidad de derivados de renina de Mucor miehei con cada
soporte, estudiandose la influencia de todas las variables que podrian afectar a cada ruta
de inmovilizacién:

- grado de activacion del soporte
- cantidad de enzima ofrecida

- temperatura de inmovilizacién
- duracion de la incubacién

- pH de la reaccién

hasta optimizar el proceso de inmovilizacién sobre cada tipo de soporte. En cada caso
la variacién de una determinada condicién queda bien explicita en la exposicion de los
resultados, por lo que para evitar la complicacion de la descripcién de los métodos se

tratara la estrategia general de inmovilizacién.

El seguimiento del proceso de inmovilizacién, salvo que se indique lo contrario,
se realiza controlando la actividad enzimatica frente al substrato sintético (hexapéptido).
Una vez finalizada la inmovilizacion, filtrado y lavado el derivado y resuspendido en las
condiciones 6ptimas se ensaya su actividad frente al substrato macromolecular (caseina

K).

6.1.1. PREPARACION DE DERIVADOS DE RENINA SOBRE GLIOXIL-SOPORTES
(AGAROSA, TOYOPEARL, EUPERGIT Y BIOSYNTH)

Se prepara una solucién de extracto enzimético en tampén bicarbonato 0,1 M de
pH 10,0, y, separandose una pequeiia fraccién como control del comportamiento de la
enzima en solucion, se afiade el glioxil-soporte de grado de activacién elegido en relacién
1:10. Comprobando que el pH no se ha modificado y manteniendo homogenea la
suspensidén y constante la temperatura, se sigue el proceso de insolubilizacién
comparando actividades enzimaticas de sobrenadante, suspensién y solucién enzimatica
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control. Cuando se considera alcanzado el rendimiento deseado de inmovilizacién, se
agrega NaBH, en una concentracién final de I mg/ml de suspensién (10, 27); transcurrida
media hora a temperatura ambiente, o 1 hora si el tratamiento ha tenido lugar a 4°C, se
procede al lavado con abundante tampén fosfato de pH 7,0 y posteriormente con agua.

6.1.2. PREPARACION DE DERIVADOS DE RENINA SOBRE MANA-SOPORTES

El gel activado con grupos amino primarios accesibles permite la inmovilizacion
de enzimas a través ya de los grupos carboxilo de su estructura polipeptidica, ya de las
cadenas glicosidicas previamente oxidadas cuando se trata de glicoenzimas, como es el

caso de la renina de Mucor michei.

» Inmovilizacién de renina a través de su fraccién proteica a MANA-soportes

El método seguido ha sido el siguiente: Se prepara una solucién del extracto
enzimatico comercial en tampoén acetato 50 mM de pH 5,0 y, separdndose una pequeiia
fraccién como control del comportamiento de la enzima en solucidn, se anade el gel
MANA-agarosa de grado de activacion elegido en relacién 1:10. Comprobando que el pH
no se ha modificado y manteniendo homogenea la suspensién y constante Ja
temperatura, se sigue el proceso de insolubilizacién comparando actividades enzimaticas
de sobrenadante, suspension y solucién enzimatica control. Cuando se considera
alcanzado el rendimiento deseado de la adsorcion, se agrega directamente al medio de
reaccion CDI en la concentracién final elegida (1, 3 6 10 mM). Controlando el
mantenimiento de pH y temperatura y con agitacién suave se incuba durante 1,5 horas.
Transcurrido este tiempo se procede al lavado con abundante tampén acetato de pH 5,0
y posteriormente con agua.

Para favorecer la desorcién de todo aquello que no se haya unido covalentemente
al soporte y poder determinar el rendimiento real de la inmovilizacién covalente, se
resuspende el derivado enzimético resultante en tampén acetato 50 mM, NaC] 0,75 mM
de pH 7,0, y se ensaya la aparicién de actividad hidrolitica en ¢l sobrenadante. Una vez
finalizada la desorcion, se lava el derivado con abundante cantidad de una solucién
tampon idéntica a la utilizada en esta tercera etapa y después con el mismo tampon sin
NaCl.
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» Inmovilizacién de renina a través de su fraccién glicosidica a MANA-soportes

Basandose en estrategias de modificacién quimica de las cadenas de azicares de
glicoproteinas para su activacién y posterior inmovilizacion, se han desarrollado en
nuestro laboratorio diferentes métodos de inmovilizacién a través de estas cadenas
poliglicosidicas, una de ellas es la utilizada con la renina de Mucor miehei que se tratara

en el presente trabajo.

El método seguido ha sido el siguiente: Se prepara una solucién semipurificada
de extracto enzimatico (Apartado 3) y oxidada en el grado deseado (Apartado 4), se
enfria hasta 4°C y se diluye 1:1,5 con tampén bicarbonato 0,2 M de pH 10,0 a la misma
temperatura, comprobandose el mantenimiento del pH a 10,0. Separando una pequefia
fraccién como control del comportamiento de la enzima en solucion, se afiade el MANA-
soporte de grado de activacion elegido en relacién 1:10. Comprobando que el pH no se
ha modificado y manteniendo homogenea la suspension y constante la temperatura, se
sigue el proceso de insolubilizacién comparando actividades enziméticas de sobrenadante,
suspension y solucidn enzimatica control. Cuando se considera alcanzado el rendimiento
deseado de inmovilizacidn, se agrega NaBH, en una concentracion final de 1 mg/ml de
suspension; transcurrida media hora a temperatura ambiente, o 1 hora si el tratamiento
ha tenido lugar a 4°C, se procede al lavado con abundante tampdn fosfato de pH 7,0 y
posteriormente con agua.

6.1.3. PREPARACION DE DERIVADOS DE RENINA SOBRE GEL
GLUTARALDEHIDO-AGAROSA

El método seguido ha sido el siguiente: Se prepara una solucién de extracto
enzimatico comercial en tamp6n adecuado 0,1 M de pH 5,5-8.5. Separandose una
pequeiia fraccién como control del comportamiento de la enzima en solucion, se afiade
el gel glutaraldehido-agarosa de grado de activacién elegido y en relacién 1:10.
Comprobando que el pH no se ha modificado y manteniendo homogenea la suspensién
y constante la temperatura elegida, se sigue el proceso de insolubilizacidén comparando
actividades enzimdaticas de sobrenadante, suspensién y solucidén enzimatica control.
Cuando se considera alcanzado el rendimiento deseado de inmovilizacién, se agrega
NaBH, en una concentracién final de 1 mg/ml de suspensién; transcurrida media hora
a temperatura ambiente o 1 hora si e] tratamiento ha tenido lugar a 4°C, se procede al
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Javado con abundante tampén fosfato de pH 7,0 y posteriormente con agua.

6.1.4. PREPARACION DE DERIVADOS DE RENINA SOBRE GEL BDE-AGAROSA

Se prepara una solucién de extracto enzimético en tampon bicarbonato 0,1 M de
pH 10,0, y, separandose una pequefia fracciéon como control del comportamiento de la
enzima en solucién, se afade el gel BDE-agarosa con grado de activacién elegido (18 6
90 umoles de grupos reactivos/ml gel) en relacién 1:10. Comprobando que el pH no se
ha modificado y manteniendo homogénea la suspension y constante la temperatura, se
sigue el proceso de insolubilizacién comparando actividades enzimaticas de sobrenadante,
suspension y solucién enzimatica control. Cuando se considera alcanzado el rendimiento
deseado de inmovilizacion, se agrega NaBH, en una concentracion final de 1 mg/ml de
suspensidn; transcurrida media hora a temperatura ambiente, o 1 hora sij el tratamiento
ha tenido lugar a 4°C, se procede al lavado con abundante tampén fosfato de pH 7,0 y
posteriormente con agua.

6.1.5. PREPARACION DE DERIVADOS DE RENINA SOBRE GELES DEXTRANO-
AGAROSA

Se ha preparado dos tipos de derivados de renina de Mucor miehei por haberse
utilizado dos soportes que se diferencian en el método de activacion de agarosa con
dextrano (Apartado 1.1.5). El proceso de inmovilizacién es idéntico al seguido para los
derivados enzimaticos sobre soportes activados con grupos glioxilo {Apartado 6.1.1).

6.2. PREPARACION DE DERIVADOS DE TRIPSINA SOBRE GLIOXIL-SOPORTES
(AGAROSA, TOYOPEARL, EUPERGIT Y BIOSYNTH)

Sobre cada uno de los soportes (agarosa 6B-CL, agarosa 10B-CL, Toyopearl,
Eupergit y Biosynth) se preparan dos tipos de derivados: unos en los cuales la
inmovilizacion tendra lugar en condiciones suaves (en presencia de benzamidina como
inhibidor) para evitar al miximo pérdidas de actividad enziméticas y teniendo como
objetivo la carga enzimatica maxima que permita el soporte; y otros derivados que, una
vez inmovilizada la cantidad de enzima deseada, se incubaran en condiciones que
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favorezcan la multiinteraccién de cada molécula con el soporte, independientemente de
lo que ocurra con la actividad de la enzima inmovilizada. La finalidad de los primeros
es el estudio de la maxima capacidad de carga para la determinacion de las densidades
especificas de grupos reactivos de soportes con diferente morfologia interna (Resultados,
3.2.1). Los segundos han permitido la determinacion del grado de congruencia
geométrica con la enzima permitido por cada soporte en términos relativos.

El método seguido ha sido el siguiente: Se disuelve #ripsina comercial en una
solucién de benzamidina 2 mM en tampén borato 0,1 M de pH 10,0, se separa una
pequena fraccién como control del comportamiento de la enzima en solucién, se afade
el glioxil-soporte de grado de activacién elegido en relacion 1:10. Comprobando que el
pH no se ha modificado y manteniendo homogenea la suspensién a temperatura
ambiente, se sigue el proceso de insolubilizacion comparando actividades enzimaticas de
sobrenadante, suspension y solucién enzimatica control. Cuando se considera alcanzado
el rendimiento deseado de inmovilizacidn, se agrega NaBH, en una concentracion final
de 1 mg/ml de suspension; transcurrida media hora a temperatura ambiente, se procede
al lavado con abundante tampén fosfato de pH 7,0 y posteriormente con agua.

Cuando se pretende aumentar el nimero e intensidad de las interacciones entre
cada molécula de enzima inmovilizada y el soporte, se procede del siguiente modo: una
vez que se ha logrado la maxima carga enzimatica, se filtra el derivado y se lava
lentamente con tampén borato 0,1 M de pH 10,0 abundante para segurarse de la
eliminacién del inhibidor, se incuba en este mismo tampén en relacién 1:10 y se sigue
el transcurso del proceso de interaccidén enzima-soporte a través de la medida de la
actividad enziméatica remanente del derivado. Transcurrido el tiempo considerado
necesario (en algunos casos varios dias) se procede a la reduccion con NaBH, segiin se

ha descrito para los derivados de renina.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. ENSAYO PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD COAGULANTE DE
RENINA

Como se ha tratado en la Introduccién, la coagulacién es un complejo proceso
que no sélo esta determinada por la actividad hidrolitica de la enzima sino por una serie
de factores interrelacionados que todavia no se conocen totalmente, que dan lugar a la
formacién de un precipitado proteico. Identificado el enlace de la caseina x sobre el que
actian especificamente las enzimas caseinoliticas y conocida la posibilidad de separacién
de la reaccidn enzimatica del posterior proceso de formacién del coagulo, consecuencia
del primero, se han sintetizado diferentes péptidos que incluyen el enlace Phe-Met de la
caseina x para el estudio de la relacidn estructura del substrato con la espefificidad de
la enzima (29) y para ser utilizados en Ia determinacién de la actividad enzimdtica real
de ]a enzima (actividad hidrolitica) y de los factores que afectan al proceso enzimético
y no a los procesos posteriores en los que no participa el biocatalizador.

Asi se propuso el hexapéptido Hleu-Ser-Phe(NO,)-Nle-Ala-Leu-Ome como
substrato referencia para la determinacion de la actividad proteolitica de renina (21, 30).
Este péptido facilmente hidrolizado por esta enzima contiene una sonda espectroscopica
Phe(NO,) por lo que proporciona un método directo y reproducible para los estudios de
actividad enzimatica.

Sin embargo el substrato natural de la enzima, caseina, es un substrato de gran
complejidad. Cuando la enzima sufre algiin tipo de proceso que de lugar a modificacién
quimica o estructural, o a disminucion de la disponibilidad fisica de su centro activo, etc.
sus propiedades cataliticas pueden reflejar diferentes consecuencias dependiendo del
substrato al que se refieran. Se puede preveer que el substrato voluminoso se vera mas
afectado por las modificaciones de la enzima que el substrato sintético el cual
manifestara solo aquelllas que afecte al cemtro activo. Por ello hemos considerado
imprescindible para el estudio de la inmovilizacion de esta enzima que actiia sobre una
substrato macromolécular como la caseina k el disponer de dos ensayos que premitan
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relacionar la Actividad Coagulante de caseina k (hidrdlisis enzimatica + agregacion) con
la correspondiente Actividad Hidrolitica frente al hexapéptido sintético. Para lo cual lo
primero seria disponer de un ensayo de actividad coagulante objetivo y reproducible.

El disefio de un ensayo adecuado para la cuantificacion de la actividad coagulante
de estas proteasas que hidrolizan especificamente la caseina x se ha basado en la
observacién de que la accién de estas enzimas sobre una disolucién de dicha proteina
lactea a 25°C provoca un aumento progresivo de la turbidez que culmina con la
coagulacién (26). El registro del incremento de absorbancia (Adbs.min”) a 550 nm,
muestra un curso total de tipo sigmoideo: un periodo de latencia inicial durante el cual
el valor de la absorbancia permanece constante, seguido por un repentino incremento
exponencial del mismo que alcanza un punto de inflexion después del cual la velocidad
del aumento de absorbancia disminuye hasta practicamente anularse (Figura 1.7).
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Figura L7. Registro espectrofotométrico del incremento de absorbancia en funcion dei tiempo a 550 nm

experimentado por una disolucién de caseina «x tratada con renina.

Este proceso se ajusta a un modelo en el que el periodo de latencia inicial
correponde a la etapa enzimatica (hidrolisis especifica de la molécula de caseina x para
dar para-x-caseina y un macropéptido). La fase posterior de incremento exponencial de
la absorbancia es debida a la segunda etapa del proceso global: insolubilizacidn,
agregacién y precipitacién, que se desencadena al alcanzarse una determinada
concentracidn critica de para-k-caseina, por encima de la cual no es estable en solucién.
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Una vez que ha tenido lugar la coagulacion propiamente dicha, la mezcla de reaccidn
inicial se transforma en una suspensién del precipitado en la fraccién soluble por lo que
cesa el incremento de la absorbancia en el medio.

Se ha definido como Tiempo de Coagulacion (TC) al periodo transcurrido desde
que se anade la muestra de enzima a la mezcla de reaccién hasta que el curso del
proceso seguido a 550 nm alcanza su punto de inflexion. Representando graficamente
1/TC frente a la concentracién de enzima en la cubeta de reaccidén se observa
proporcionalidad, manteniendo constantes la temperatura del ensayo y la concentracion
de caseina x (Figura L1.8).
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Figura L.8. Representacion grifica de la actividad coagulante frente a la cantidad de proteina del extracto

enzimatico de renina de M. miehei.

Ello indica que existird para unas condiciones de reacciéon determinadas una
concentracion critica de producto (para-k-caseina) por encima de la cual se desencadena
el proceso de coagulacion, y en consecuencia manteniendo condiciones de reaccién
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estandarizadas (pH, temperatura, agitacién y concentraciéon de substrato) el tiempo
necesario para alcanzar dicho grado de hidrélisis de caseina x es inversamente
proporcional a la concentracién de enzima activo.

Se ha definido como Actividad Coagulante a la inversa del Tiempo de
Coagulacion: 1/TC. Una Unidad de Actividad Coagulante es, por tanto, la cantidad de
enzima que hace que I mg de caseina x alcance el punto de maxima pendiente {punto
de inflexién) en 1 segundo ¢n las condiciones estandarizadas para el ensayo. Sus valores
se expresaran en: s

El disponer de ensayos sencillos, objetivos y reproducibles, para la medida de las
actividades hidrolitica y coagulante, permite relacionar ambas, para cuantificar los efectos
de procesos como modificaciones quimicas o la inmovilizacion y que podrian afectar en
diferente medida a la actividad enziméatica en funcién del volumen de la molécula de
substrato sobre el que actie.

Se ha denominado Actividad Coagulante Remanente (A.C.R.) a la relacion entre
la Actividad Coagulante que conserva un derivado enzimatico y la Actividad Coagulante
tedrica que le corresponderia si se tratase de la enzima en su estado nativo, calculada
por extrapolacién en la curva patrén partir de la Actividad Hidrolitica que posee. Este
valor de A.C.R. es el que se ha manejado a la hora de cuantificar la eficacia como
coagulantes lacteos de los derivados enzimaticos preparados, expresado en porcentaje.

2. CARACTERIZACION DEL EXTRACTO COMERCIAL DE Mucor michei

La aplicacion de diferentes estrategias de inmovilizacién a una enzima requiere
el conocimiento del comportamiento de la enzima en solucién, asi como del intervalo de
condiciones experimentales en el que el manejo no afecte a sus propiedades cataliticas.
Por ello se ha realizado un estudio inicial sobre el extracto enziméitico para conocer su
actividad catalitica y su estabilidad en las condiciones de preparacion de derivados.

Se ha determinado un contenido proteico de este extracto del 26-30% y una
actividad hidrolitica de 0,18-0,2 U.H. por mg de extracto, lo cual da un valor de actividad
especifica de 0,6-0,77 U.H. por mg de proteina.
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Para conocer los margenes de manejabilidad de la enzima y la posibilidad de
aplicacién de las diferentes estrategias de inmovilizacién propuestas se ha estudiado la
estabilidad de diferentes soluciones enziméticas en las condiciones 6ptimas para cada
reaccién de inmovilizacion. Por ello se han realizado incubaciones de la enzima a pH 5.0,
7,0 y 10,0 pues son los ideales para cada una de ellas.
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Figura L9, Cursos de inactivacién térmica de renina de Mucor miehei en tampén acetato 50 mM de pH
5,0 a 65°C (m), en tampdn fosfato 50 mM de pH 7,0 a 40°C (@) y en tampén bicarbonato 50 mM de pH
10,0 a 33°C (W).

La renina de Mucor miehei conserva el 100 % de su actividad enzimatica durante
24 horas a 25°C en medio acuoso en el intervalo de pH entre 5,0 y 10,0. En este
intervalo de pH es tanto mas estable térmicamente cuanto més acido es el medio, segiin
se muestra en la figura 1.9, la incubacién a pH 5,0 conserva toda su actividad inicial

47



CAPITULO 1 RESULTADOS Y DISCUSION

Se han obtenido derivados con la suficiente cantidad de enzima inmovilizada en
los que la unién al soporte no ha afectado a la actividad enzimética de las moléculas
(A.-H.R.~100%). Para ello ha sido necesario diminuir la temperatura de incubacién,
acortar el tiempo de contacto o reducir la densidad de grupos reactivos sobre el soporte,
pues ello supone la disminucién de la reactividad de los grupos implicados en el proceso,
como se refleja en los menores rendimientos de inmovilizacién que van de un 95% a tan
solo el 5-7% de la enzima ofrecida al soporte. Por el contrario, cuando la inmovilizacién
tiene lugar a 20°C sobre un soporte muy activado la inferaccidén es tan intensa que,
incluso siendo el tiempo de contacto corto, el derivado pierde actividad enzimatica frente
al hexapéptido (A.H.R.=75%). Puesto que la enzima en solucién es estable en las
condiciones de la reaccion, se puede suponer que la inactivacién serd debida a la
interaccion con el soporte.

Esto quiere decir que al suavizar las condiciones de inmovilizacion la enzima sufre
menos en la interaccidn, por permitirse una mejor adaptacién al soporte de cada
molécula que se insolubiliza, la reversibilidad de cada uno de los enlaces formados evita
segundas interacciones que supongan distorsion de la enzima y, en consecuencia,
favorece las que menos afecten a su estructura 3D. EI resultado del proceso supone la
unién covalente a un soporte de moléculas de enzima que conservan el 100% de su
actividad enzimatica (A.H.R.).

En cuanto a la actividad enzimatica de los derivados preparados medida frente
al substrato natural (A.C.R.), la tabla muestra que la optimizacién del proceso de
inmovilizacion hasta que no refleje pérdidas en la actividad hidrolitica remanente duplica
la actividad coagulante remanente. Sin embargo suavizando al maximo las condiciones
de preparacion del derivado (minimo grado de activacién del soporte, interaccién corta
y a temperatura baja) la citada actividad no supera el 2,38% con respecto a la que
deberia mostrar la enzima en solucién con su misma actividad hidrolitica. Cuando el
derivado se prepara sin control del proceso de interacciéon su actividad coagulante
remanente es menor del 0,5%.

Los resultados podrian estar confirmando lo que hasta ahora habian sido meras
suposiciones racionales del impedimento estérico que deberia suponer la inmovilizacion
de una proteina para la interaccion con su ligando cuando éste es una molécula
voluminosa. En las condiciones de reacciéon mas suaves, la reactividad es tan baja que
pocos grupos de cada molécula estarian participando de la unién y por lo tanto la
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inmovilizacién supondria la minima modificacién quimica de la enzima, que no afecta
a la conformacién activa pues su actividad hidrolitica se conserva. Sin embérgo perjudica
a la actividad catalitica sobre caseina, lo cual implica.que de algiin modo se ha visto
afectada bien la accesibilidad de este substrato al centro activo, bien alguna zona de
reconocimiento diferente del centro activo que sélo participa en el proceso catalitico con
el substrato natural y que cuando la enzima esta en solucién se encuentra inalterada. El
valor de A.C.R. que se utiliza se refiere a la actividad coagulante que mostraria la
enzima en solucion si mostrase la misma actividad hidrolitica que el derivado objeto de
estudio.

Dada la importancia de la suavidad en las condiciones de inmovilizacién a la hora
de lograr no sélo buenas actividades hidroliticas (A.H.R.}, sino también mejores

actividades coagulantes, el abordaje de las siguientes estrategias de inmovilizacién se
llevara a cabo buscando la minima interferencia por parte del soporte.

3.1.2. INMOVILIZACION A TRAVES DE LOS GRUPOS CARBOXILO
SUPERFICIALES {(4sp y/o Glu) DE LA ENZIMA SOBRE SOPORTE MANA-AGAROSA

Para que un grupo carboxilo sufra el ataque nucleofilico de un grupo amino {(pK
~10,2), el primero ha de ser activado con CDI y el grupo amino deber encontrarse en
el medio adecuado para ser reactivo, sin embargo el pH éptimo del medio para cada uno
de los dos procesos es muy diferente: pH 4cido para la activiacion del carboxilo y pH
basico que confiera al grupo amino la nucleofilia necesaria. Los soportes MANA-agarosa
se encuentran activados con grupos amino primarios con un pK cercano a 6,8 debido a
la presencia de un segundo grupo amino secundario muy préximo, esto hace posible que
su reaccién pueda tener lugar a pH mds bajos a los cuales los grupos carboxilo si podran
ser activados.

» Efecto de la modificacion quimica con carbodiimida (CDI) sobre la actividad y
estabilidad de la enzima en solucién

Para la inmovilizacién de la enzima sobre soporte MANA-agarosa, serd
imprescindible la activacion de los carboxilos con CDI a pH ligeramente acido debido -
la estabilidad y reactividad de este agente. Para evaluar la posibilidad de aplicacién de
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esta estrategia de inmovilizacioén sobre la enzima en cuestién, es necesario un estudio
previo del efecto que sobre la enzima en solucion causaria la modificacién quimica con
CDI,; este estudio también sera 1til para dar una idea del intervalo de concentraciones
y/o temperatura que permiten buena manejabilidad de la enzima.

Habiéndose puesto de manifiesto la alta estabilidad de la enzima en medios acidos
(Apartado 2), se ha estudiado el efecto que sobre la enzima en solucién tendrd la
modificacién quimica con CDI en las condiciones en las que tendra lugar la reaccién de
inmovilizacién. En la figura 1.10 se muestran los resultados de la incubacién de una
solucién del extracto enziméatico con tres concentraciones de CDI, a través de la
representacion de las actividades remanentes tanto hidrolitica como coagulante en
funcién del tiempo de incubacion transcurrido cuando el tratamiento tiene lugar a 4°C.
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Figura L.10. Efecto de la modificacién quimica con CDI sobre las actividades hidrolitica (=) y coagulante

@) de renina de Mucor miehei, siendo las concentraciones de CDI en el medio de 1.10° M (...}, 3.10° M
)

(—) y 1.10% M (m). Condiciones de incubacién: Solucién enzimdtica en tampon acetato de pH 5.0 a 4°C.
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De este estudio se obtienen tres importantes resultados:

- La pérdida de actividad ocasionada por la CDI es tanto mas importante
cuanto mayor es la concentracién de agente en el medio.

- El efecto inactivante se manifiesta en las dos primeras horas de

incubacion.

- La modificacion quimica afecta en mayor grado a la actividad enzimatica
medida frente al substrato macromolecular.

En relacién con el dltimo de los resultados se podria pensar en que la
modificacién quimica tiene un efecto muy diferente sobre el reconocimiento de cada uno
de los substratos: caseina x y hexapéptido sintético. Al ser la primera una molécula
voluminosa, la unién a la enzima podria tener Jugar con la participacién adicional de
alguna zona alejada del centro activo cuya modificacién (p.e. por tratamiento con CDI)
no afecta sin embargo al reconocimiento de] substato sintético.

» Efecto de la fuerza iénica del medio sobre la actividad de la enzima en solucién

La preparacion de derivados enzimiticos sobre gel MANA-agarosa supone la
utilizacién de un soporte ionizable.

Cuando la inmovilizacién se realiza sobre el soporte glioxil-agarosa, la unién
covalente de la enzima al soporte implica la desactivacion de la superficie de dicho
soporte por la reduccién de los grupos aldehido reactivos dando lugar a grupos hidroxilo
inertes; sin embargo al utilizar soportes MANA-agarosa los grupos amino del soporte que
no han reaccionado con la enzima permanecen intactos sobre su superficie. Cuando estos
derivados son incubados en las mezclas de reaccién de cualquiera de los dos substratos
en los que el pH es acido, se produciran interacciones electrostéticas entre estos grupos
del soporte y de los grupos carboxilo que no hayan reaccionado, las cuales podrian
afectar a la conformacién activa de la enzima.

Para eliminar dichas interacciones de naturaleza electrostatica y poder analizar
tnicamente el efecto que, sobre la conformacién activa de la molécula, tiene la
inmovilizazion -covalente, se ha de ensayar la actividad enzimética de los derivados
obtenidos en medios con alta fuerza iénica. Por ello se ha creido conveniente el estudio
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del efecto del incremento de la fuerza idnica sobre las actividades enzimaticas de la
enzima en solucidn para poder relacionarlo posteriormente con el provocado sobre cada
derivado enzimatico.

Se ha estudiado como afecta la presencia de NaCl 0,5 M en ambos ensayos
enzimaticos, mostrandose una total independencia de la actividad hidrolitica ante el
aumento de la fuerza iénica del medio de reaccidn y una caida de la actividad coagulante
al 29% frente a las condiciones de reaccidn estandar.

En condiciones estandar se ha comprobado la propocionalidad de la actividad
coagulante en funcién de la cantidad de enzima (Figura 1.8). La representacién de las
actividades coagulantes medidas en un medio con alta fuerza iénica (NaCl 0,5M) en
funcién de la cantidad de enzima vuelve a manifestar dicha proporcionalidad pero con
una importante disminucién de la pendiente de la curva debido precisamente a esta caida
de actividad coagulante al 29% que supone la presencia de alta concetracién de NaCl
(Figura 1.11).
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Figura 1.11. Representaci6n grafica de la actividad coagulante frente a la cantidad de proteina del extracto

enzimitico de renina de M. miehei, en un medio de reaccidn estdndar (@) y en un medio de reaccién con

NaCl 0,5 M (o).
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Ya en la bibliografia se recoge este efecto de la fuerza idnica sobre la
coagulacién, el cual no afecta a la reaccion enzimatica de hidrolisis sino a los
mecanismos que desencadenan la precipitacién de la caseina. Probablemente los iones
Na* y CI actiian estabilizando la fraccién p-k-caseina evitando su insolubilizacién. es
necesaria un mayor rendimiento de la etapa enzimética para que la fuerza idnica no sea
capaz de estabilizar e] producto y que la coagulacién se desencadene (26).

* k ok

Se han estudiado todas la condiciones que afectan al proceso (31): temperatura
y duracién de la adsorcién, concentracién adecuada de CDI, densidad de grupos
reactivos en el soporte y multiinteraccion idnica, hasta obtener los derivados mostrados
en la tabla I.2. Las condiciones de incubacidn seleccionadas han favorecido la interaccién
"suave". En todos ellos se comprobd el mantenimiento de toda la actividad de la enzima
inmovilizada en lo que respecta a hidrélisis del substrato sintético (A.H.R.).

DERIVADO grado Rend, ¢ Rend,, AHR. (c)
activacién (b) (b) @ (e)
soporte (a)
A 75 77 26 44 ~100
B 30 37 12 70 ~100
C 15 17 5 67 ~100

Condiciones experimentales: 55 mg extracto enzimdtico comercial ofrecidos por mi gel; 4°Cladsorcién y
tratamiento con CDI); 0,5 horas (adsorcién) y CDI 1.10°M.

{a) umoles de grupos amino primarios por mi de gel.

(b} Cantidad de enzima adsorbidafinmovilizada covalentemente con respecto a la cantidad de enzima ofrecida
y activa en las condiciones del proceso.

(c) Actividad Hidrolitica Remanente: Actividad hidrolitica ensayada con respecto a la cantidad de enzima
inmovilizada en cada derivado.

{d) Solucién de substrato estindar.
{(e) Solucién de substrato con NaCl 0,5M.
Tabla L2. Derivados enziméticos de renina de Mucor miehei preparados por inmovilizacion sobre los

soportes MANA-agarosa.
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La adsorcién de la enzima a los diferentes soportes ha tenido lugar a 4°C en 1
hora, obteniéndose los rendimientos expresados en la tabla. Se comprobd que
prolongacién de la incubacién no aumenta los rendimientos. Después del tratamiento
con CDI 1.10° M a la misma temperatura durante 1,5 horas se han incubado los
derivados en un medio al mismo pH con NaCl 0,5 M para favorecer la desorcidn de las
moléculas de proteina que no se hubiesen unido covalentemente al soporte, después de
lo cual el rendimiento final de la inmovilizacién ha sido calculado: 26, 12 y 5%,
respectivamente sobre los soportes de grado de activacién 75, 30 y 15 paoles de grupo
por ml gel.

Los tres derivados obtenidos se ensayaron frente al substrato sintético en
condiciones estindar y en un medio con alta fuerza idnica para deshacer las posibles
interacciones electrostaticas entre la fraccién de grupos amino del soporte que, en las
condiciones del ensayo (pH 4,7) se encuentren ionizados y los grupos carboxilo
superficiales de la enzima que no han reaccionado covalentemente. En la tabla 1.2 se
puede ver que todos los derivado conservan la actividad hidrolitica las moléculas
inmovilizadas, siempre que se eliminen las interacciones electrostaticas enzima soporte.
Son los derivados B y C los que conservan mayor actividad (70-67% frente al 44% del
derivado A) cuando la interacciones idnicas tiene lugar, debido precisamente a que son
los que poseen sobre su superficie menor densidad de grupos reactivos y, por tanto
ionizables, lo cual permite menor multiinteraccién iénica entre las moléculas
inmovilizadas y el soporte.

Se ha estudiado también la actividad de estos derivados frente a la caseina x
usando la solucién de substrato estandar y la solucién de substrato con alta fuerza iénica.
Los resultados se representan en la tabla 1.3.

A pesar de que la actividad de la enzima inmovilizada sobre estos soportes,
medida frente al substrato pequefio, se mantiene intacta, su actividad frente al
macrosubstrato, también en ausencia de interacciones electrostaticas, disminuye
enormemente (5,63, 7,14 y 4,76 %). El efecto de la multiinteraccién electrostatica es
independiente de la densidad de grupos reactivos del soporte.

Esta nueva orientacién conferida a la enzima permite obtener derivados tres veces
mas activos que los preparados sobre soporte glioxil-agarosa (Apartado 3.1.1), si bien
estos derivados enzimaticos obtenidos por inmovilizacion sobre soporte MANA-agarosa
tienen poca actividad coagulante de caseina «.
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DERIVADO | grado activacion |  A.C.R. (%) (b)
soporte (a) () ()
7 7,78 5,63
B 30 3,45 7,14
C 15 2,78 4,76

Condiciones experimentales: las mismas de la tabla I.2.
{a) wmoles de grupos amino primarios por mi de gel,

(b) Actividad Coagulante Remanente: Actividad coagulante ensayada con respecto su actividad hidrélitica
ensayada en cada deriCvado.

(c) Solucidn de substrato estdndar.
(d) Solucion de substrato con NaCl 0,5 M.
Tabla L.3. Actividades remanentes hidrolitica y coagulante de los derivados enzimaticos de renina de Mucor

miehei preparados por inmovilizacidn sobre los soportes MANA-agarosa.

3.1.3. INMOVILIZACION A TRAVES DE LOS GRUPOS AMINO DE BAJO pK DE LA
ENZIMA SOBRE SOPORTE GLUTARALDEHIDO-AGAROSA

La gran reactividad de los soportes activados con glutaraldehido permite que a pH
neutro los grupos amino de pK bajo, como el amino terminal de la cadena peptidica, y
posiblemente algin otro que por su disposicién en la estructura pudiera ver reducido su
pK, puedan atacar nucleofilicamente dichos grupos del soporte y dar lugar a enlaces
irreversibles (Introduccion, Apartado 1).

Para la preparacién de los derivados de renina inmovilizada sobre soportes
glutaraldehido-agarosa se han elegido las condiciones de reaccién que permiten la
inmovilizacién menos intensa, de modo que la actividad hidrolitica del hexapéptido no
se vea afectada por la inmovilizacion, suavizando progresivamente todas la variables que
afectan al proceso: densidad de grupos reactivos del soporte, pH del medio, temperatura
y duracion de la interaccion. En la tabla 1.4 se recogen las condiciones de preparacién
y los resultados de actividad enzimatica remanente de algunos de los derivados
preparados.

La utilizacion de un soporte poco activado (5 pmoles de grupos reactivos por ml
de gel) y en un medio en el que el pH confiere baja reactividad a los grupos implicados
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en la unién, ha permitido la inmovilizacién de suficiente cantidad de enzima con una
actividad coagulante remanente que alcanza el 33% de la actividad con respecto a la
enzima soluble con la misma actividad hidrélitica.

grado | pH | T t Rendpe, | AHR. | ACR
oporte (o) o | ® | & | ®me | ®ae
75 75 4 0,5 91 13 2,78
30 75 4 0,5 93 16 25
30 6,5 4 0,5 93 21 5,1
5 75 20 1 53 28 33,3
5 65 | 10 8 34 14 333

{a) pmoles de grupos reactives por ml de gel,

(b) Cantidad de enzima inmovilizada covalentemente con respecto a la cantidad de enzima ofrecida y activa
en las condiciones de incubacién. Cantidad de enzima ofrecida inicialmente: 45 mg extrato comercialiml! gel.

{c) Actividad Hidrolitica Remanente: Actividad hidrolitica ensavada con respecto a la cantidad de enzima
inmovilizada en cada derivado.

{d) Actividad Coagulante Remanente: Actividad coagulante ensayada con respecto a la actividad hidrolitica
ensayada en cada derivado.

Tabla 14, Influencia de diferentes factores en la optimizacion de derivados enzimiticos de renina de

Mucor miehei preparados por inmovilizacién sobre los soportes glutaraldehido-agarosa

La Actividad Coagulante Remanente (%) se calcula en relacién a la actividad
hidrolitica que muestra el derivado, al no haberse optimizado la actividad hidrolitica
remanente del derivado (28%), la actividad coagulante en relacion a la cantidad de
proteina inmovilizada es del 9,3%:; es decir el derivado ha sufrido un 72% de pérdida de
actividad manifestada cuando se une especificamente al substrato pequefio y con respecto
a esta actividad remanente una caida adicional del 66%.

Los resultados indican que, se ha realizado un control sobre el proceso con el fin
de que cada molécula de enzima que se inmovilizara lo hiciera del modo que menos
afectara su estructura terciaria y por lo tanto su actividad, sin embargo este control no
ha permitido la obtencidn de un derivado con muy buena actividad cuando se ensaya
frente al substrato de menor tamaio.
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Para buscar una posible explicacién hay que analizar el mecanismo de la estrategia
de inmovilizacién: en primer lugar esta estrategia esta dirigida a la participacion en la
reaccion con el soporte de aquellos grupos amino de pK bajo de la proteina, como es el
caso del amino terminal o algiin otro residuo que, por efectos de induccién de grupos
préximos, pudieran haber modificado su pK; en segundo lugar, aiin en el caso de existir
en cada molécula de enzima varios grupos con posibilidades de reaccionar, la baja
densidad superficial de grupos sobre el soporte no permitiria muchas uniones con cada
una. Por lo tanto, pocos grupos de la molécula estarian participando en la inmovilizacién
y en consecuencia estos derivados no podrian haber sufrido grandes distorsiones de
conformacién activa por la interaccién con el soporte, lo que si que podria haber
ocurrido es la implicacion en la interaccién con el soporte de algin grupo esencial para
la actividad catalitica y de ahi la imposibilidad de lograr la optimizacién de la actividad
enzimatica frente al hexapéptido a pesar del control de todos los factores de los que
depende la intensidad de la interaccién.

3.1.4. INMOVILIZACION A TRAVES DE LAS CADENAS GLICOSIDICAS DE LA
GLICOENZIMA SOBRE SOPORTE MANA-AGAROSA

Por ser la enzima objeto de estudio una glicoproteina, a estos tres métodos de
inmovilizacién covalente, extensibles, en general, a cualquier proteina, se ha de afiadir
uno mas: el aprovechamiento de las cadenas de azficares que se encuentran asociadas
a la fraccién proteica, como zona de unién al soporte.

» Efecto de la semipurificacién y posterior oxidacién con NalQ, sobre la actividad y
estabilidad de la enzima en solucién

La naturaleza glicoproteica de muchas enzimas permite la utilizacién de sus
cadenas de aziicares como brazo de unién al soporte. La necesidad de oxidacién previa
como modo de activacién de dichas cadenas, hace necesario el analisis del efecto que
causa este proceso sobre la enzima en solucion para determinar la viabilidad de la
aplicacién de la estrategia sobre la enzima a estudiar.

El extracto de renina de Mucor miehei no se encuentra disponible con alto grado
de pureza, por ello se ha considerado oportuno proceder previamente a la introduccion
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de alguna etapa de semipurificacion, en la cual se eliminen aziicares libres que pudieran
estar presentes y que supondrian importantes interferencias a la hora de oxidar la
glicoproteina. El proceso elegido ha consistido en la adsorcién selectiva al soporte
MANA-agarosa, seguida de un lavado que asegure la eliminacidn de todo aquello que no
se haya unido al soporte y la posterior desorcidn por incremento de la fuerza idnica (en
Métodos).

Después del proceso de semipurificacion la solucién obtenida conservé toda la
actividad enzimatica (95%), sin embargo su contenido en proteina total ha disminuido
hasta un 50%. Estos resultados indican que no s6lo se han eliminado aquellas impurezas
no proteicas como sales o azdcares libres, sino también parte de las proteinas presentes
en el extracto crudo diferentes de la renina que por lo tanto no mostraban actividad
enzimatica. Fl resultado es una solucién enzimatica semipurificada con un actividad
especifica de 1,2-1,5 U.A.H./mg proteina.

% K Kk

Una vez semipurificada la solucién enzimatica se procede al tratamiento con
Na]O, con el fin de oxidar las cadenas glicosidicas de la enzima y con ello lograr la
activacion necesaria para que pueda tener lugar la interaccién con el soporte MANA-
agarosa. El consumo maximo de NalO, es de 3,8 umoles de oxidante por cada mg de
proteina del extracto semipurificado. La solucidon después de la oxidacién muestra un
52% de la actividad hidrolitica inicial y un 42% de su actividad coagulante. Esto indica
que la modificacién quimica afecta considerablemente a la actividad enzimatica frente
a ambos substratos, siendo algo mayor la inactivacién producida con respecto a la
hidrélisis de caseina k. No sélo la actividad enzimatica se ve afectada por la oxidacién,
tambien disminuye su estabilidad. Asi la alcalinizacién del medio hasta pH 10,0, pH al
cual ha de tener lugar la reaccién de la enzima oxidada con el soporte, hace que la
actividad enzimatica caiga progresivamente durante el tiempo que dura la inmovilizacién
(inmediatamente que cambia el pH del medio la actividad cae un 20% con respecto al
valor que mostraba finalizada la oxidacién).

Debido a la intensidad con la que la oxidacion afecta a la actividad y a la
estabilidad de la enzima, se ensayaron tratamientos mas suaves. Se ofrecieron
concentraciones menores de NalO, con las cuales conseguir grados de oxidacion de] 65,
30y 15% con respecto al valor maximo de oxidante consumido. Los valores de actividad
hidrolitica remanente obtenidos fueron del 81, 90 y 95% con respecto a la inicial, y en
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todos los caso la estabilidad fue buena (95—100%) a pH 10,0 y 4°C, durante el tiempo
que durd la inmovilizacion.

Todos los derivados de renina se han preparado a partir de una solucién
semipurificada del extracto siguiendo la estrategia de inmovilizacién descrita en Méiodos.

Se han preparado dos derivados utilizando un soporte activado al maximos en los
que la diferencia entre ambos ha sido el grado de oxidacion de las cadenas glicosiladas
de la enzima. En la tabla 1.5 se recoge que la oxidacion al 90% aumenta
considerablemente el rendimiento de la inmovilizacion llegando a inmovilizarse la
practica totalidad de la enzima ofrecida a un soporte activado al maximo (derivado C),
frente al 27% que se insolubiliza de la enzima oxidada al 15% (derivado B), lo mismo
que se une al soporte activado con 15 umoles/ml gel, cuando la enzima se oxida al 30%
(derivado A). La utilizacién de un soporte ionizable en las condiciones del ensayo
enzimdtico hace indispensable la comparacién de las actividades remanentes de los
derivados en presencia de alta concentracién de sales para evaluar la insolubilizacion
evitando el posible efecto de la multiinteraccion iénica. Cuando el ensayo de A.H.R. de
los derivados obtenidos se realiza en un medio con alta fuerza i6nica se recupera en
todos los casos la actividad de las moléculas inmovilizadas. El derivado que conserva
mayor actividad en el medio estandar es el preparado por inmovilizacién sobre un
soporte de baja activacion (derivado A) que permite conservar el 74% de la actividad
hidrolitica. En los derivados By C los grupos ionizables del soporte son los mismos, pues
su grado de activacion es el mismo, y los grupos ionizables de la enzima que pueden
interaccionar con los primeros (4sp y/o Glu) también son Jos mismos por molécula, sin
embargo la actividad hidrolitica cae un tercio debido a la multiinteraccion electrostatica
es casi del doble cuando la enzima inmovilizada se ha sido oxidada al 90% con respecto
a la enzima oxidada al 15%. La pérdida de actividad por multiinteraccién electrostatica
es de] 33% en el primer caso y del 52% en el segundo. La explicacién de este
comportamiento podria ser que en el derivado C las moléculas de enzima se encuentran
unidas al soporte a través de mas puntos por lo cual la fraccién proteica esta mas
proxima a la superficie del soporte y también los residuos ionizados y por ello la
interaccién electrostatica estd mas favorecida que en el derivado B en el que la baja
activacion de las cadenas glicosiladas quizas no de lugar a muchas uniones covalentes con

.el soporte y por lo tanto la fraccion proteica se encuentre mas alejada de éste.
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DERIVADO grado gradooy | Rendpmy | AHR. (%) (@)
activacién
%) (b %
soporte (a) (%) ) (%) (©) (e) (f)
4‘
A 15 30 23 74 ~100
B 75 15 27 | 67 ~100
C 75 90 97 48 ~100

{a) pmoles de grupos reactives por mil de gel.
(b) Grado de oxidacién de la disolucién de exiracto enzimdtico semipurificada.

{d) Cantidad de enzima inmovilizada covalentemente con respecio a la cantidad de enzima ofrecida y activa
en las condiciones de incubacién. Cantidad de enzima ofrecida inicialmente: ... mg extrato comercialfml gel.

(e) Actividad Hidrolitica Remanente. Actividad hidrolitica ensayada con respecto a la cantidad de enzima
inmovilizada en cada derivado.

(fi Solucion de substrato estindar.

(g) Solucion de substrato con NaCl 0,5 M.

Tabla LS. Influencia de diferentes factores en la optimizacién de derivados enzimiticos de renina de
Mucor miehei preparados por inmovilizacién sobre los soportes MANA-agarosa a través de sus cadenas

glicosidicas previamente oxidadas.

En Ia tabia 1.6 se muestran fos resultados de Actividad Coagulante obtenidos. El
control de las condiciones de inmovilizacidén ha permitido obtener derivados con un 15%
de actividad coagulante remanente (derivados A y B). Los valores de actividad
coagulante recuperada de estos derivados los convienten en los mas activos de los
obtenidos con esta enzima en lo que respecta a la medida frente a su substrato natural.
Cuando la multiinteraccién con el soporte no se controla, como es el caso del derivado
C, a pesar de que se no pierde actividad hidrolitica la caida de actividad frente a caseina
x es grande conservando sélo un ~2% de su actividad caseinolitica.

Lo mismo que ocurre en los derivados preparados sobre el mismo soporte pero
por inmovilizacién covalente a través de la fraccién proteica (Apartado 3.1.2) la fuerza
ibnica no afecta al porcentaje de Actividad Coagulante con respecto a la que deberia
tener la enzima soluble en las mismas condiciones.
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[T DERIVADO ‘ ACR. (a)
(b) ©
A 16,7 15,4
B 15,9 143
c 22 1,6

(a) Actividad Coagulante Remanente. Actividad coagulante ensayada con respecto a la cantidad de enzima
inmovilizada en cadg derivado en las condiciones indicadas.

(b} Solucién de substrato estdndar.

{(c) Solucién de substrato con NaCl 0,5 M.

Tabla L6. Actividad coagulante remanente de los derivados enzimiticos de renina de M. miehei preparados
por inmovilizacién covalente sobre los soportes MANA-agarosa a través de sus cadenas glicosidicas

previamente oxidadas.

Los derivados A y B son los que conservan un mayor actividad coagulante
habiendo sido preparados con un soporte poco activado, en el primer caso, y con bajo
grado de oxidacién de la enzima en el segundo caso. No obstante cuando la enzima se
encontraba activada al 90% y la inmovilizacién tuvo lugar sobre un soporte activado al
maximo, la actividad coagulante fue muy baja indicando que la mayor multiinteraccién
puede provocar el acercamiento de la zona proteica al soporte y aumentar los
impedimentos estericos para la entrada de la caseina. Los resultados obtenidos
manifiestan que incluso en en este caso en el que la inmovilizacién de la enzima estéd
teniendo lugar por reaccion de las cadenas glicosidicas lo cual supone la separacién de
la zona proteica del soporte, la mutiinteraccion perjudica enormemente en cuanto a la
actividad frente al substrato macromolécular.

En resumen se puede apuntar que el aprovechamiento de las cadenas de azicares
como zona de interaccién con un soporte tipo superficie, no s6lo seria una estrategia
adecuada por tratarse de una glicoproteina sino por que el grupo prostético
(polisacaridos) actuardn como brazo espaciador alejando del soporte a la fraccion
polipeptidica, en la que se incluye la zona de reconocimiento especifico del substrato.
Esto favorece el acceso del substrato macromolécular al centro activo, siempre que se
cuide las condiciones de inmovilizacion de modo que la interaccion con el soporte no sea
tan intensa que suponga el acercamiento la soporte de la fraccidén proteica.
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3.2. Segunda estrategia: UTILIZACION DE SOPORTES CON DIFERENTE
MORFOLOGIA INTERNA (Toyopearl, Eupergit y Biosynth)

La morfologia interna del soporte sobre el que se encuentra insolubilizada una
enzima va a influir en un gran ndmero de procesos como la difusién de substratos y
productos, el grado de interaccion enzima-soporte, ia estabilizacion adicional provocada
por dicha interaccion, ete.. Por ello la eleccién del soporte en funcién de su morfologia
debera adquirir una importancia decisiva en ¢l caso de derivados que actian frente a
substratos macromoleculares, ya que los problemas de accesibilidad al centro activo de
Ja enzima por parte de la molécula de substrato se veran incrementados al aumentar la
congruencia geométrica enzima-soporte.

La utilizacién de soportes con una morfologia interna mas abierta es la segunda
estrategia propuesta para la inmovilizaciéon de enzimas con condicionantes espaciales
para la unién especifica de su substrato voluminoso. Para su estudio se ha recurrido a
la utilizacién de diferentes soportes poliméricos: agarosa 6B-CL, agarosa 10B, Toyopearl,
Eupergit y Biosynth. La primera parte del trabajo desarrolado ha consistido en una
somera caracterizacién de los "nuevos” soportes en cuanto a lo que se ha denominado
“congruencia geométrica" entre el soporte y la enzima. Para poder clasificar en términos
relativos la congruencia geométrica de estos soportes de un modo sencillo y utilizando las
técnicas disponibles, se ha realizado un estudio basado en el supuesto de que si se
preparan derivados por inmovilizacién sobre diferentes soportes activados con el mismo
tipo e idéntica densidad de grupos reactivos por cada molécula de enzima insolubilizada,
la posibilidad de multiinteracciéon serd mayor cuanto mejor sea el acoplamiento
geométrico entre ambos. Este grado de multiinteraccion en la inmovilizacion covalente
se reflejara en dos caracteristicas del derivado: la posible pérdida de actividad causada por
la distorsion de la molécula de enzima que se ha unido por mayor nimero de puntos y/o
la posible ganancia de estabilidad con respecto a la enzima en solucién causada por la
rigidificacion de la estructura 3D de la enzima al haberse unido por mayor nimero de
puntos al soporte.

El proceso seguido consiste en la preparacién de derivados enzimaticos sobre
soportes activados al maximo con el mismo grupo reactivo (glioxilo) para determinar la
cantidad maxima de grupos reactivos del soporte por cada molécula de enzima o por
cada mg de enzima. A continuacién se eligid un mismo valor de esta relacién y se
activardn los soportes con un grado de activacion tal que al inmovilizar la enzima sobre
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ellos presenten dicho valor de densidad de grupos reactivos por molécula de enzima (por
mg de enzima), evitando los problemas de difusién a la hora de ensayar sus actividades.
Sobre estos aitimos derivados se estudian las diferencias en el grado de multiinteraccion
permitido por los diferentes soportes, manifestadas (i) en diferencias en la actividad
remanente durante el proceso de inmovilizacién, y/o (ii) en diferencias de estabilidad
térmica de los derivados enzimaticos obtenidos incubados en difrentes condiciones
después de la unién covalente

Para desarrollar este estudio se ha utilizado tripsina por ser una enzima
monomeérica, no glicosilada, de ~40.000 D y que ha permitido una buena inmovilizacién
al soporte glioxil-agarosa, habiéndose calculado que en la inmovilizacién covalente a dicho
soporte se llegan a formar 7 enlaces por molécula (8).

3.2.1. DETERMINACION DEL GRADO DE CONGRUENCIA GEOMETRICA DE
SOPORTES CON DIFERENTE MORFOLOGIA INTERNA

Se han preparado derivados cargados al méximo con tripsina para determinar la
densidad especifica mdxima de grupos reactivos del soporte en relacion con la cantidad de
tripsina inmovilizada (umoles mdximos de grupos reactivos/mg tripsina). La finalidad de
estos derivados es elegir el grado de activacion "6ptimo" para cada soporte que permita
preparar derivados con idéntica densidad especifica y, por lo tanto, comparables entre
si, y en los que la actividad enzimatica no se vea afectada por problemas de difusién.

La tabla 1.7 recoge los valores resultantes de la preparacién de derivados sobe
cada uno de los soportes activados totalmente (2) habiendo insolubilizado la maxima
cantidad de tripsina que ha aceptado cada uno (b), lo cual ha servido para el calculo de
lo que se ha denominado densidad especifica mdxima del derivado que no es mas que la
relacién entre (a} y (2), es decir los umoles de grupos glioxilo del soporte que
corresponden a cada mg de tripsina insolubilizado en un m] de gel.
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Soporte Activacién Capacidad Actividad Densidad

mdxima del mdxima de remanente especifica

soporte (a) carga del (%) (c) miaxima del

soporte (b) derivado (d)
TOYOPEARL 80 28 100 2,9
AGAROSA 6% 75 54 59 1,4
AGAROSA 200 115 30 1,7

10%

EUPERGIT 190 65 45 2,9
BIOSYNTH N 130 76 30 L 1,7

{a) pmoles de grupos glioxilo por ml de soporte himedo.

(b} mg de enzima (tripsina) inmovilizada por ml de soporte hiimedo.

(¢} Actividad enzimdtica residual del derivado de tripsina con respecto a la de la cantidad de enzima que se
ha inmovilizado.

{(d) pwmoles de grupos glioxilo sobre el soporte por mg de proteina inmovilizado,
Tabla 1.7. Derivados de tripsina preparados por inmovilizacién sobre los glioxil-soportes con la méxima

cantidad de enzima admitida por cada soporte.

Para obtener unos derivados enzimaticos con idéntica densidad especifica de
grupos reactivos del soporte por mg de enzima se ha de disminuir el grado de activacion
de los soportes Toyopearl hasta 37,5 y Eupergit hasta 75 umoles glioxilo/ml gel, de este
modo todos los derivados preparados tendrdn una relacién pmoles grupos glioxil/mg
proteina en el intervalo 1,4-1,7. En la tabla 1.8 se recogen los derivados que se han
preparado y que permitiran el posterior estudio de las posibilidades de multiinteraccién
que presenta cada soporte para las moléculas de enzima insolubilizadas sobre ellos, el
significado de estos derivados es que cada molécula de enzima inmovilizada posee bajo
ella el mismo nimero de grupos glioxilo del soporte por lo cual las posibilidades de
interaccinar con todos ellos o con uno solo dependeran de la disposicion espacial de
estos grupos y su relacion con los grupos de la enzima.
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Soporte “Activacion del | Densidad Carga
soporte (a) especifica del | enzimética (¢)(d)
derivado (b)
TOYOPEARL 37,5 1,5 12,9
[ AGAROSA 6% 75 1,4 19
| AGAROSA 10% 200 1,7 ‘ 17
EUPERGIT 75 1,5 18
BIOSYNTH 130 18 | 20,2

(a} umoles de grupos glioxilo por ml de soporte hiimedo.
(b) pmoles de grupos glioxilo sobre el soparte por cada mg de proteina inmovilizado.

{c} cantidad de enzima inmovilizada (sin problemas de difusién): mg. enzima inmovilizada (tripsina) por ml
de soporte hiimedo.

(d) Segtin se ha deducido de los derivados de mdxima carga enzimdtica recogidos en la tabla I8 las
concentraciones inmovilizadas (c) no presentan problemas de difusién.

Tabla I.8. Derivados de tripsina preparados sobre los diferentes glioxil-soportes con idéntica densidad

especifica de grupos reactivos por molécula de proteina inmovilizada.

» Estudio de las posibilidades de multiinteraccién de cada soporte

Determinados los valores adecuados de grado de activacién del soporte y de carga
enzimitica para cada derivado preparado con un soporte diferente, se procedid al
estudio de la multiinteraccion soporte-tripsina.

El proceso de inmovilizacién seguido se divide en dos etapas: en la primera etapa
tiene lugar la insolubilizacién de la enzima ofrecida en presencia de benzamidina como
inhibidor para evitar fenémenos de autolisis. Una vez finalizada la insolubilizacién y
eliminado el inhibidor enzimatico por lavado del gel, se continiia la incubacién en las
mismas condiciones de pH para favorecer una interaccidn mas intensa de cada una de
las moléculas inmovilizadas con el soporte y se procede al seguimiento de la actividad
enzimatica de cada derivado en funcién del tiempo transcurrido.

En la figura 1.12 se muestra el seguimiento de la actividad de los derivados de
tripsina ya insolubilizada incubados en condiciones favorables para la multiinteraccién
con el soporte. Segiin se puede observar, los derivados preparados sobre agarosa son los
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tinicos a los qué la incubacidn enzima-soporte provoca una caida progresiva de actividad,
lo que indica que se ha producido multiinteraccion con el soporte que distorsiona la
molécula de proteina haciendo que pierda capacidad ¢atalitica. La incubacidn sobre los
otros soportes no afecta a su actividad, lo cual indica la multiinteracién no ha tenido
lugare o que la que tiene lugar no es suficiente para afectar a la conformacion activa de
la molécula de catalizador.

100 .

~J
1]
I

Actividad enzimatica remanente (%)
no 4]
(47} o
| L

o+
0 48 96 144 192

tiempo (horas)

Figura L12. Curso del proceso de multiinteraccién de tripsina con el soporte sobre el que se encuentra
inmovilizada. Substrato utilizado: BAEE (Na-benzoil-L-arginina-etil-éster). Condiciones experimentales
en Métodos, Apartado 2.2. Soportes: Toyopear! (), Eupergit (+), Biosynth ( #), agarosa 6B-CL (8 ) y agarosa
10B (o).

Para estudiar si la incubacién prolongada de la enzima insolubilizada se
manifestaria en algin cambio en la estabilidad térmica de los diferentes derivados
obtenidos, se realizaron incubaciones a pH 10 y 50°C (figura 1.13).
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Figura L13. Cursos de inactivacién térmica de derivados de tripsina preparados por inmovilizacién
covalente sobre glioxil-soportes. Condiciones experimentales en Métodos, Apartado 5.2, Soportes: Toyopear!

(), Eupergit (+), Biosynth (#), agarosa 6B-CL (M) y agarosa 10B (e).

Se puede observar una clara diferencia de estabilidad para los cada tipo de
soporte. Los valores de semivida extrapolados de las curvas de inactivacion van desde
~10 horas para los derivados preparados sobre Eupergit o Biosynth, ~18 horas sobre gel
Toyopear!, hasta méas de 72 horas cuando la inmovilizacién ha tenido lugar sobre agarosa

6B-CL 6 10B.

Tanto estos resultados de estabilidad como los obtenidos anteriormente en
relacién a la pérdida de actividad, debidos ambos a la multiinteraccién enzima-soporte
confirman que los soportes Toyopearl, Eupergit y Biosynth permiten una menor
congruencia geométrica con las proteinas. Teniendo el mismo niimero de grupos
reactivos bajo cada molécula de enzima inmovilizada la disposicién de estos es tal que
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no pueden tener lugar interacciones que distorsionen o rigidifiquen la estructura terciaria
activa de la enzima. La disposicién de los grupos reactivos en el soporte estara
determinada por la morfologia interna de Este. Entre los tres soportes parece que
Toyopearl ha permitido una estabilizacion ligeramente superior, por lo que se podria
preveer una estructura algo mas cerrada que permnitiria algiin punto de unién mas.

3.2.2. CONTROL Y OPTIMIZACION DE LA INMOVILIZACION DE RENINA SOBRE
SOPORTES DE MENOR CONGRUENCIA GEOMETRICA

De los estudios previos de inmovilizacién de renina de Mucor miehei sobre
agarosa 6B-CL (Apartado 3.1), se concluyé que la orientacién que daba lugar a los
derivados con peor actividad frente al substrato macromolécular es la originada por
unién al soporte glioxil-agarosa. Por ello, se ha elegido esta estrategia de inmovilizacién
para ser ensayada con los soportes que muestran menor congruencia geométrica con la
proteina que con ellos interaccione: Eupergit, Biosynth y Toyopearl.

» Inmovilizacién de renina de Mucor miehei a través de sus grupos amino superficiales
(Lys) sobre soportes activados con grupos glioxilo

El proceso seguido para la inmovilizacién ha sido el mismo empleado con el
soporte de agarosa, cuidando al maximo las condiciones de reaccién con el fin de reducir
las posibilidades de distorsion de las moléculas de enzima inmovilizadas (que
inicialmente se manifestara en caidas de actividad frente al substrato sintético). Ha sido
Biosynth el soporte que ha dado mejores resultados (Tabla 1.9).

El derivado preparado sobre este soporte activado con 30 moles de grupos por
ml gel, a 4°C durante 5 horas ha permitido la unién poco distorsionante del 6% de la
enzima ofrecida, cantidad suficiente para poder comprobar que este derivado conserva
el 25,1% de su actividad coagulante.

Los derivados optimizados preparados sobre Eupergit-75 (la inmovilizacién se
realiz6 a 4°C, con un tiempo de interaccion de 4-21 horas) conservan también toda su
Actividad Hidrolitica, y muestran una Actividad Coagulante del 14,5%.
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grado activacion Te t Rend,y,, AH.R. A.CR.
soporte (a)
P e | ® | @ | @@ | %@
B 30 4 5 6 ~100 25,1
137 4 5 32 ~100 12,5
137 20 4 100 9 6,6

(a) umoles de grupos reactivos por ml de soporte hiimedo.

(b) Cantidad de enzima inmovilizada con respecto a la cantidad de enzima ofrecida y activa en las condiciones
del proceso. Cantidad de enzima ofrecida inicialmente: 50 mg de extracto comercialiml soporte.

(c) Actividad Hidrolitica Remanente: Actividad hidrolitica ensayada con respecto a la cantidad de enzima
inmovilizada en cada derivado.

(d) Actividad Coagulante Remanente: Actividad coagulente ensayada con respecto a la actividad hidrélitica
ensayada en cada derivado,

Tabla 1.9. Derivados de renina de Mucor miehei preparados por inmovilizacién sobre soporte glioxil-

Biosynth.

El sistema de activacién del soporte consiste en grupos glioxilo idénticos a los de
agarosa, con la cual el valor maximo de Actividad Coagulante Residual obtenida era del
2,5%. Los nuevos soportes han permitido obtener derivados enziméticos con 10y 6 veces
mas actividad coagulante remanente de la que se logra sobre agarosa, siendo en todos
los casos la misma orientacién preferente de la enzima, dada por el mismo tipo de
grupos reactivos sobre el soporte: aldehido.

La utilizacién de Toyopearl ha permitido rendimientos de inmovilizacién muy
bajos, insuficientes para poder considerar reproducibles los valores de actividad

obtenidos.

» Inmovilizacién de renina de Mucor miehei a través de sus cadenas glicosiicas sobre
MANA-soportes

Se procedié a la inmovilizacion de la enzima a estos nuevos soportes a través de
las cadenas de azicares por haber resultado ser la orientacién Optima para la
inmovilizacion de esta enzima sobre agarosa, segin se muestra en el Apartado 3.1.4. La
intencién es conseguir sumar los efectos positivos de la aplicacién de cada una de las dos
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estrategias de inmovilizacién sobre la misma enzima. Los resuitados de los derivados

preparados se exponen en la tabla 1.10.

A.CR. (%) :(.e)

Soporte (a) (b) Rend, A.H.R.
(%) (c) | (%) (d) () &
EUPERGIT 75 15 22 ~100 25 33
BIOSYNTH 98 15 7 ~100 25 28
AGAROSA 6% 75 15 27 ~100 15,9 14,3

(a} Grado de activacion del soporte (pmoles de grupos glioxilo/ml soporte)
(b) Grado de oxidacién de la glicoenzima respecto al maximo (%).

{c) Actividad Hidrolitica Remanente. Actividad hidrolitica ensayada, en ausencia de interacciones
electrostdticas, con respecto a la cantidad de enzima inmovilizada en cada derivado,

(d) Actividad Coagulante Remanente: Actividad coagulante ensayada con respecto a la actividad hidrolitica
de cada derivado.

(e) Solucion de substrato estindar,
(f) Selucion de substrato con NaCl 0,5 M.
Tabla 1.10. Derivados de renina de Mucor miehei preparados sobre diferentes MANA-soportes previa

oxidacién de las cadenas glicosidicas de la enzima.

La inmovilizacién de renina a través de sus cadenas glicosidicas previamente
oxidadas al 15% sobre los soportes Eupergit y Biosynth ha dado como resultado derivados
que conservan toda sua actividad hidrolitica siempre que se eliminen las interacciones
electrostaticas debidas a la ionizacién del soporte en las condiciones del ensayo.
Respecto a la actividad coagulante, los "nuevos" soportes permiten duplicar la actividad
mostrada por inmovilizacién sobre agarosa, alcanzando el 28-33% de la actividad
coagulante que tendria la misma cantidad de enzima si se encontrase en solucidn y no

inmovilizada.

3.3. Tercera estrategia: UTILIZACION DE SOPORTES CON GRUPOS REACTIVOS
CONVENIENTEMENTE DISTANCIADOS DE SU SUPERFICIE

Para reducir el impedimento estérico que supone la proximidad del soporte sobre
el que se ha inmovilizado la enzima al acceso de substratos voluminosos a su centro
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activo, se ha propuesto la introduccién de brazos espaciadores activos sobre los cuales
se unan las moléculas a inmovilizar. De este modo se conservan las caracteristicas fisicas
del soporte base (agarosa en el este caso), pero se disminuye la congruencia geométrica
enzima-soporte por encontrarse los grupos reactivos ‘del soporte separados de la

superficie.
Se han elegido dos tipos de espaciadores:

- 1,4-butanodiol-diglicidoxi-éter (BDE) o 1,4-bis(2,3-epoxipropoxi)-
butane (32), diepoxido de cadena larga que se ha elegido por su semejanza con el glicidol
(2, 3-epoxipropanol), agente utilizado en la activacién de los geles de agarosa comerciales.

- Dextrano (polimero de glucosa). se ha elegido el dextrano de
10.000 D, buscando un polimero lineal de longitud suficiente para dar lugar largos brazos
sobre la superficie del soporte cuya difusién por los poros de dicho soporte no esté

limitada por su volumen.

33.1. UTILIZACION DE 14-butanodiol-diglicidoxi-éter (BDE) COMO AGENTE
ESPACIADOR

» Preparacién y optimizacién de soportes BDE-agarosa

Por tratarse de un agente quimicamente semejante al glicidol, el proceso de
activacion seguido fue basicamente el mismo, aunque hubo que tener en cuenta que la
agarosa comercial posee radicales epdxido producto del entrecruzamiento con
epiclorhidrina. Estos grupos daran lugar a grupos aldehfdo cuando el soporte activado con
el agente elegido (glicidol o BDE) se oxide en la tltima etapa de activacion. En el caso
de la activacién con glicido! no tendra importancia pues las grupos obtenidos son
idénticos a los resultantes de la activacion. Sin embargo cuando el agente activante es
BDE la oxidacién del soporte activado tiene como resultado dos tipos de grupos
reactivos:(i) los grupos glioxilo producto de la oxidacién de los glicoles que posee la
agarosa comercial (18 pmoles/ml gel) y (ii) los grupos aldehido de cadena larga,
obtenidos por la oxidacién del agente activante utilizado. Estos 1ltimos serian los tinicos
grupos reactivos deseados sobre la superficie de la agarosa. Por ello, previamente a la
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activacién con BDE, fue necesaria la transformacién los glicoles del soporte comercial
en hidroxilos por oxidacioén y posterior reduccién. De este modo, tras todo el proceso de
activacion, estos hidroxilos generados podrdn reaccionar del mismo modo que los
enddgenos del soporte comercial.

Al ser el objetivo de este tipo de activacidn el conseguir evitar el posible efecto
no deseado de la pared del soporte, el grado de activacién ha de controlarse en la etapa
de activacioén con BDE y no, como en el caso de 1a activacién con glicidol, en la posterior
etapa de oxidacidn, pues la presencia de un exceso de cadenas de BDE podria traducirse
en un nuevo impedimento estérico a la entrada del substrato en el centro activo de la
enzima. Se han preparado dos soportes que se diferencian en la concentracién de BDE
utilizada durante la activacién. El grado maximo de activacién logrado en cada caso se
ha determinado segin la oxidacién conseguida por tratamiento con NalQO, 18 y 90
pumoles grupos aldehido reactivos/ml gel BDE-agarosa. Estos valores de activacion del
soporte son algo mayores de los obtenidos con glictdol utilizando la misma concentracién

()

» Estudio y control de la inmovilizacién

En la tabla 1.11 se recogen los resultados de actividad de los derivados obtenidos

por inmovilizacién a estos nuevos soportes.

[BDE] (M) grado de activacion AHR. A.CR.
i
(méime) (2) (@ (%) (5 (%) 0
0,2 18 ~100 5,9

2 90 ~100 1,4

(a) umoles de grupos reactivos por ml de soporte. Corresponde al méximo para cada uno de ellos.

(b) Actividad Hidrolitica Remanente: Actividad hidrolitica ensayada con respecto a la cantidad de enzima
inmovilizada en cada derivado.

{c) Actividad Coagulante Remanente: Actividad coagulante ensayada con respecto a la actividad hidrolitica de
cada derivado.

Tabla L.11. Derivados de renina de Mucor miehei preparados sobre soportes BDE-agarosa.
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Los derivados resultantes presentan toda su actividad hidrolitica
independientemente del grado de activacién del soporte utilizado. Con respecto a su
Actividad Coagulante Remanente, la densidad superficial de grupos reactivos del soporte
influye significativamente. Asi la enzima inmovilizada sobre el soporte menos activado
conserva el 5,9% frente al soporte activado con BDE 2 M que permite recuperar sélo
un 1,4%. Esto vuelve a demostrar que el control del grado de activacion del soporte es
importante cuando el substrato requiere mayor disponibilidad estérica de la enzima, pues
bien favorece la multiinteraccién o bien supone un nuevo efecto pared sobre la enzima
unida a través de estos brazos. Por otro lado los bajos valores de actividad coagulante
resultantes apuntan a que no es suficiente una cadena de 12 dtomos para conseguir la
adecuada separacién de la enzima con respecto al soporte y permitir el libre acceso del
substrato macromolécular al centro activo. Esto no seria de extrafar, si ademas
consideramos que la orientacidn de la molécula de enzima es la que presenta mayores
impedimentos.

3.3.2. UTILIZACION DE DEXTRANO COMO AGENTE ESPACIADOR

» Preparacién y optimizacién de los soportes dextrano-agarosa

El tratamiento de disoluciones de dextrano con NalO, como agente oxidante en
condiciones suaves provoca la ruptura de los anillos monosacaridos dando lugar a dos
grupos aldehido por anillo (33, 34). El resultado es la transformacion de la cadena
polisacarida en una cadena polialdehidica (Figura 1.14).

2 -~ CH,
NalO, ) 5
P -y i
o - § it—o--
0
Dextrano Polialdehido

Figura 1.14. Proceso de oxidacion de la molécula de dextrano por NalO,.
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La cadena poliaidehidica resultante es estable en medios neutros lo cual ha
permitido el diseiio de un método para la activacién del soporte MANA-agarosa, en el
que se utilizé6 como agente reductor el trimetil-amino-borano (TMAB). Los complejos
aminoborano son agentes reductores de bases de Schiff con una actividad optima en
medios neutros o ligeramente alcalinos (pH 6,0-9,0) y poco téxicos si se comparan con
otro agente de gran capacidad reductora en el mismo intervalo de pH como es el
cianoborohidruro (35). Se ha elegido el complejo trimetilado frente al dimetilado debido
a que dando lugar a idénticos rendimientos finales en reacciones de metilacién de grupos
amino, el primero muestra mayor vida media y capacidad reductora moderada, lo cual
lo hace mas aconsejado cuando el proceso sobre el que debe actuar ha de ser suave (36).

En la figura I.15 se representan esquematicamente los dos procesos de activacién
con dextrano del soporte MANA-agarosa, que se describen a continuacidn:

- El primero se obtuvo por reaccion covalente de un gel de agarosa
activado al maximo con grupos amino primarios (gel MANA-agarosa-75) con dextrano
oxidado totalmente, y posterior tratamiento del polihidroxil-soporte resultante con glicidol.
A este soporte se le ha denominado: GEL DEXTRANO-AGAROSA-I. En este caso la
utilizacion de un soporte MANA-agarosa activado al maximo es imprescindible pues de
encontrarse algiin grupo activable de la agarosa comercial, reaccionaria con el glicidol
a la vez que el propio dextrano, dando lugar a dos tipos de grupos reactivos, los del
brazo de dextrano que recubre la agarosa propiamente dicha y los de la superficie del
soporte. Si existe mas de un tipo de grupos no se podria asegurar sobre cual tendra lugar
la inmovilizacién de la proteina.

La oxidacién del soporte obtenido tras la unién covalente del dextrano es la que
conferird al soporte el grado de activacion, ya que en todos fos casos la cantidad de
dextrano que ha reaccionado es [a maxima en las condiciones en que se lievé a cabo el
proceso: 2,5 umoles de dextrano/ml gel.

- El segundo tipo de soporte se ha obtenido a partir de un soporte MANA-
agarosa de menor densidad de grupos reactivos superficiales (solamente se activan los
grupos glicol obtenidos del soporte comercial por oxidacién). No se activaron con glicidol
los dextranos ya unidos al soporte (polihidroxil-soporte), pues también se activarian los
grupos hidroxilo de la agarosa comercial lo cual hubiera supuesto la presencia de dos
tipos de grupos reactivos en el soporte: unos directamente sobre la superficie del soporte

76



CAPITULO I RESULTADOS Y DISCUSION

agarosa, no deseados, y otros sobre los brazos de dextrano unidos a él (objetivo del
proceso). Por ello el dextrano utilizado en el tratamiento del soporte MANA-agarosa-20
estard parcialmente oxidado. Una vez que se haya unido covalentemente al soporte, la
activaciéon se consigue por oxidacion directa de los residuos de dextrano que se
encuentran sin modificar. A este soporte se le ha denominado: GEL DEXTRANO-
AGAROSA-II.

—CH,
s pPH7.0/TMAB
G 1] Q=
o} n
Dextrano *

HO

pH10,0/NaBH,
OH -
CHO
OH NEOH/NaBH4
OH -
Glicidol
NalQ,
—0 -CHy—CHOH—CH,OH ——lb

Gel DEXTRANO-agarosa-I

* Dextrano totalmente oxidado
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—H

Hy~NH—(CH, )-NH, °
pH7.0/TMAB
+ O—CH;z »

O

EZI‘H 1
n GH O—

Il
0

Gel MANA-agarosa-20 Dextrano *

OH
H,~NH—(CH, );~N=CH HO
pH10,0/NaBH,
OH -
CHO
HO
OH
OH
H
—O0H
OH
OH

H,—NH-(CH, )-NH,~CH, H
0-CH;
)

Gel DEXTRANO-agarosa-II

* Dextrano parcialmente oxidado

Figura L15. Proceso de activacion con dextrano del gel de agarosa con dextrano. {A) Partiendo del soporte
con mixima densidad de grupos reactivos superficiales. (B) Partiendo de un soporte con baja densidad de

grupos amino superficiales.
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Se han obtenido diferentes soportes dextrano-agarosa-1l atendiendo a dos
variables. En primer lugar segin el grado de oxidacién parcial del dextrano ofrecido al
gel MANA-agarosa-20 inicialmente para su "recubrimiento”, y en segundo lugar en
funcién de la oxidacién final de los brazos de dextrano ya unidos covalentemente. Por
ello se ha estudiado la influencia de ambos factores en la posterior inmovilizacién de la

renina.

» Estudio y control de la inmovilizacién de renina de Mucor miehei sobre soportes
dextrano-agarosa

Con el primer soporte disponible activado con dextrano, dextrano-agarosa-I,
recubierto con 2,5 umol dextrano/ml gel, se estudi6 el efecto de parametros como el
grado de actjvacion final del dextrano ya unido a agarosa {controlando la oxidacién una
vez tratado con glicidol), el tiempo de interaccién enzima-soporte, la temperatura, etc.,
siempre con el fin de optimizar el derivado en cuanto a Actividad Hidrolitica y, de este
modo, ver posibles efectos sdlo frente al substrato natural de gran volumen. En la tabla
1.12 se representan las condiciones de preparacién del derivado optimizado
compardndolas con las de otro, que no permite la conservacién de la actividad

hidrolitica.
grado activacién soporte | tiempo Rendppov AHR. A.CR.
(@) (h) (%) (b) (%) (c) (%) (d)
445 (méximo) 1 24 12 24
90 (al 20%) 4 11 100 4.8

{a) wmoles de NalQ, consumidosiml soporte (porcentaje de oxidacién con respecto al mdximo).
{b) Cantidad de enzima inmovilizada con respecto a la cantidad de enzima ofrecida y activa inicialemnie,

(c} Actividad Hidrolitica Remanente. Actividad hidrolitica ensayada con respecto a la cantidad de enzima
inmovilizada en cada derivado.

(d) Actividad Coagulante Remanente: Actividad coagulante ensayada con respecto a la actividad hidrolitica
de cada derivado.

Tabla 1.12. Derivados de renina de Mucor miehei preparados por inmovilizacién sobre los soportes dextrano-

agarosa-I.
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El derivado pfeparado por inmovilizacién sobre un soporte dextrano-agarosa-I en
el que los brazos de dextrano introducidos han sido oxidados al 20 % ha sido optimizado
con respecto a su actividad hidrolitica, mostrando un 4,8% de actividad coagulante
remanente. Cuando el soporte utilizado es el de brazos espaciadores activados al maximo
la caida de actividad enzimaética frente al substrato sintético es muy importante (88%),
lo cual es probablemente el reflejo de la mayor interaccién con las cadepas
polialdehidicas de alta reactividad que provoca distorsiones en la enzima perdiendo la
configuracién éptima de su centro activo. La actividad coagulante de este derivado es del
2,4%.

Los resultados parecen indicar que el la activacién del soporte no ha sido
adecuada para evitr los condicionantes estéricos ante la interaccién especifica con la

caseina.

Cuando se utiliza en la inmovilizacion el otro soporte: dextrano-agarosa-II los
resultados son muy diferentes segiin se muestra en la tabla 1.13.

grado oxidacion grado activacién AHR. (%) A.CR. (%)
dextrano (%) (a) soporte (b) (c) {d)

90 20 ~100 25

90 70 (maxima) | ~100 14,3

46 121 (méxima) ~100 2,5

(a) grado de oxidacién del dextrano wtilizado en el recubrimiento del soporte MANA-agarosa.

{b) moles grupos reactivos (aldehido)/ml soporte.

(¢c) Actividad Hidrolitica Remanente: Actividad hidrolitica ensayada con respecto a la cantidad de enzima
inmovilizada.

(d) Actividad Coagulante Remanente: Actividad coagulante ensayada con respecio a la actividad hidrolitica
de cada derivado.

Tabla 1.13. Derivados de renina de Mucor miehei preparados por inmovilizacién sobre los soportes dextrano-

agarosa-II.

En ]a tabla se presentan los resultados obtenidos con tres soportes diferentes: un
soporte preparado recubriendo el gel con dextrano oxidade al 46% lo cual da lugar
después de la oxidacion a cadenas polialdehidicas con gran cantidad de grupos aldehido
reactivos, y dos soportes preparados por unién covalente de cadenas de dextrano
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oxidadas casi totalmente (90%), lo que permite menor activacién posterior. Estos
soportes se diferencian en que uno de ellos se ha oxidado totalmente y ¢} otro no, dando
lugar a diferente densidad de grupos reactivos para la interaceién con la enzima.

Los tres soportes han permitido la inmovilizacién de la enzima conservando su
Actividad Hidrolitica independientemente de su grado de activacién. Sin embargo la
actividad coagulante se ve muy condicionada por el grado de oxidacién final del soporte,
es decir por la densidad de grupos reactivos sobre el soporte, llegando a conservar el
derivado preparado sobre el soporte menos activado el 25% de su actividad casenolitica,
frente a 14,3 y 2,5% de los derivado no optimizados.

5. COMPARACION DE LA TRES ESTRATEGIAS. DISCUSION GENERAL

Se ha utilizado la renina de Mucor miehei como modelo para el estudio de la
inmovilizacién de enzimas que actian sobre substratos macromoleculares, por el enorme
interés que supondria la utilizacion en catélisis heterogénea de esta enzima a nivel
industrial. El desarrollo de este estudio ha sido posible gracias a que se ha disefiado y
puesto a punto un ensayo espectrofotométrico para la determinacidn de la actividad
coagulante o caseinolitica de proteasas tipo renina. El disponer de este ensayo permite
relacionar la actividad coagulante con su correspondiente actividad hidrolitica, medida
con respecto a un péptido sintético que reproduce la secuencia de la caseina que la
renina reconoce especificamente. Con ello se pueden valorar diferentes comportamientos
de la enzima en cuanto a actividad enzimatica en funcién del substrato sobre el que
actiia y, de este modo cuantificar el efecto de determinados procesos que pudiera sufrir
la molécula de enzima y que no afectan al centro activo mismo o a la accesibilidad del
substrato sintético, pero que si alteran la capacidad catalitica de la enzima frente al
substrato macromolecular, como por ejemplo, la inmovilizacion sobre un soporte cuya
presencia podria suponer un importante impedimento estérico a la interaccién enzima-

substrato macromolecuiar.

De las tres estrategias propuestas inicialmente: (i) modulacién de la orientacién
relativa de la enzima sobre el soporte, (ii) utilizacion de soportes con diferente
morfologia interna y (iif) utilizacién de soportes con grupos reactivos convenientemente
separados de su superficie, se han obtenido importantes resultados que se resumen a

continuacion.
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Todos los derivados enzimaticos preparados por inmovilizacién covalente sobre
soportes de agarosa han sido optimizados en lo que respecta a su actividad hidrolitica
independientemente del soporte utilizado o de la estrategia de inmovilizacién, de forma
que el centro activo de la enzima no se viera afectado por el proceso, y a fin de evaluar
cémo afecta la inmovilizacidn a la actividad enzimatica sobre la caseina x.

La lificacisn_de 1 entacis lati e | lécul ] .
inmovilizadas con respecto al soporte ha demostrado que ésta si influye sobre la

actividad caseinolitica. Se han preparado diversos derivados de renina por inmovilizacion

covalente a través de diferentes grupos funcionales de la enzima situados
mayoritariamente en su superficie. En cada caso se ha estudiado el efecto de las
variables que controlan la velocidad de inmovilizacién y el posible grado de unién
multipuntual, de este modo se ha podido optimizar la preparacién de los derivados
tratando inicialmente de evitar en lo posible cualquier distorsidn de la estructura de la
enzima, tanto provocadas por modificaciones quimicas como por la unién enzima-soporte

en si.
SOPORTE GRUPO AHR. (%) (a) A.CR.
REACTIVO DE
%) (b
LAENZIMA | (© @ | o)
glioxil-agarosa e-amino (Lys) ~100 ---- 2,38
MANA-agarosa carboxilo ~70 ~100 ~6,0
(Asp/Glu)
lutaraldehido-agarosa amino de bajo 28 ---- 333
pK (9.,6)
MANA-agarosa cadena glicosidica ~70 ~100 ~15
oxidada

{(a) Actividad Hidrolitica Remanente: Actividad hidrolitica ensayada con respecto a la cantidad de enzima
inmovilizada en cada derivado.

(b) Actividad Coagulante Remanente: Actividad coagulante ensayada con respecto su actividad hidrédlitica
ensayada en cada derivado.

(c) Solucicn de substrato estdndar.
(d) Solucién de substrato con NaCl 0,5 M.
Tabla I.14. Derivados de renina de Mucor miehei optimizados sobre cada uno de los diferentes soportes

de agarosa.
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Los resultados reflejados en’la tabla I.14 muestran que la inmovilizacién covalente
ha permitido Ia conservacién de toda la actividad con respecto al substrato sintético de
pequefio peso molécular sobre tres de las cuatro estrateegias de inmovilizacion
desarrolladas. En el derivado preparado por inmovilizacién covalente sobre gel
glutaraldehido-agarosa, a pesar de haber procedido, como en los otros casos, regulando
las condiciones de la reaccion hasta disminuir la reactividad de los grupos que
intervienen en el proceso, de modo que la inmovilizacién tuviera lugar de forma suave,
la actividad remanente ha descendido al 28% con respecto al substrato sintético que
deberia mostrar menores condicionantes a la hora de la inmovilizacién por ser de
pequeiio tamano. Los soportes activados con glutaraldehido presentan grupos de alta
reactividad capaz de reaccionar a pH préximo a la neutralidad (7,0-8,6), ello permite la
interaccién con grupos amino de ]a proteina como el amino terminal (pK 7,5-8,0) y algiin
otro al que su posicién en la molécula hubiera disminuido su pK. Este mecanismo de
interaccién enzima-soporte ]a convierte en una estrategia en la que la union multipuntual
estaria, en general, bastante impedida por el reducido niimero de grupos reactivos que
se podrian encontrar disponibles. Como ademas, el control de las condiciones de la
inmovilizacién ha sido muy estricto con el fin de bajar la reactividad para lograr una
inmovilizacién no distorsionante, en el caso de que hubiera mas de un grupo reactivo,
inicialente, en la enzima este control habria dirigido la inmovilizacion hacia una tnica
unién; por ello es dificil pensar en la posibilidad de que la unién al soporte esté
provocando distorsiones de la conformacién activa de la enzima. La explicacion a la baja
actividad hidrolitica que muestra este derivado estaria en pensar que el enlace con el
soporte glutaraldehido-agarosa ha tenido lugar por un grupo de la enzima implicado
directamente en la actividad catalitica bien por pertenecer al centro activo, bien porque
su modificacién provoca desequilibrios en la molécula que dificultan la unién de la
enzima o la propia catalisis.

En los derivados que han conservado toda su actividad catalitica frente al
substrato sintético, se podria afirmar que las moléculas no manifiestan alteraciones de
su configuracién activa, lo cual supondria un proceso de insolubilizacion pura en el cual
la interaccidn a ha tenido lugar por el minimo nimero de puntos. En el caso de los
derivados inmovilizados sobre soporte activado con grupos amino, soporte MANA-
agarosa, por tratarse de grupos ionizables que no se inactivan al finalizar la
inmovilizacién en el medio de reaccién (pH ligeramente acido) interaccionaran
i6énicamente con las moléculas de enzima unidas covalentemente a él, esta interaccién
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es proporcional a la densidad de grupos reactivos del soporte y produce el descenso
proporcional de la actividad hidrolitica. Para poder valorar la estrategia de inmovilizacion
y determinar la pérdida de actividad que corresponde a la inmovilizacién covalente y la
que es debida a las interacciones electrostaticas, se ha medido la actividad en un medio
con alta fuerza idnica; ello permite obtener actividades mayores que, en el caso de los
derivados optimizados, alcanzan el 100%, lo cual indica que toda la caida de actividad
de los derivados optimizados utilizando soporte MANA-agarosa era debida a las
distorsiones provocadas por las interacciones idnicas con el soporte y no por la unién

covalente al mismo.

Los valores de actividad coagulante residual (A.C.R.) de los derivados que
presentan toda su actividad catalitica frente al substrato pequefio, representados en la
misma tabla .14, indican que aunque se haya optimizado la inmovilizacién de una
enzima en lo que respecta a mantener intacto su centro activo, cuando la molécula de
substrato es mas compleja y voluminosa existen otros factores que afectan al proceso.
Estos factores dependen del grupo que haya participado en la inmovilizacién covalente,
siendo el soporte utilizado en todos los caso el mismo: agarosa 6B-CL. Asi los resultados
de actividad coagulante van de un 2,38% para el derivado glioxil-agarosa, al 15% para el
derivado obtenido por inmovilizacion a través de las cadenas de aziicares de la
glicoproteina. La explicacion podria ser que la caseina por ser una molécula voluminosa
necesite la participacién de alguna zona de la molécula de enzima diferente de las que
participan en la unioén del substrato pequefio y que se encuentre afectada por la
inmovilizacidn; otra posibilidad seria que la presencia del soporte limite el acceso de la
macromolécula de substrato y la diferente orientacion de la molécula de enzima
conseguida al variar el grupo que participa en la unioén covalente, dé lugar a una
orientacién en la cual se reduzcan los impedimentos estéricos a la entrada del substrato
por ofrecer un centro activo mas accesible.

* % ¥

La utilizacién de soportes de morfologia interna mas abierta y, por lo tanto, que

suponen menor congruencia geométrica enzima-soporte tuvo como resultado el aumento
de la actividad remanente de los derivados hasta el 25% con la orientacién mas
desfavorecida (segin los resultados, ya expuestos, obtenidos sobre agarosa). Cuando la
enzima se inmovilizé a través de sus cadenas glicosiladas, orientacidon optima sobre
agarosa, los derivados conservan hasta el 33% de su actividad coagulante (Tabla 1.15).
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Esto indica que el disponer del soporte con la morfologia interna mas adecuada
(Eupergit o Biosynth) y el utilizar la estrategia de inmovilizacién que permite a las
moléculas de enzima la adopcién de la mejor orientacién (unién covalente a través de
la cadenas glicosidicas oxidadas al 15% a gel MANA-agarosa), ha permitido optimizar
los derivados enzimdticos de renina para la hidrélisis de su substrato natural

macromolecular, caseina x.

RESULTADOS Y DISCUSION

* Derivados optimizados con cada una de las tres estrategias

Tabla L1S. Derivados de renina de M.miehei optimizados para cada uno de los métodos de inmovilizacién

covalente utilizados.

Con respecto a la utilizacién de soportes con largos grupos reactivos a los cuales
se una la enzima para obtener la separacion suficiente entre 1a enzima y la superficie del
soporte, se han disefiado dos tipos de soportes con diferente tipo de "brazo espaciador".
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DERIVADO DE RENINA DE Mucor miehei AHR. A.CR.
glioxil-agarosa 100 238 |
MANA-agarosa/Asp-Glu 100 6,0
glutaraldehido-agarosa 28 9.6
MANA-agarosa/azucares * 100 15
glioxil-Biosynth 100 25,1
glioxil-Eupergit 100 14,5
MANA-Biosynth/azicares * 100 28
MANA-Eupergit/azicares * 100 33
BDE-agarosa 100 5,9
dextrano(100%)-agarosa-75 100 4,8
dextrano(90%)-agarosa-20 * 100 25




CAPITULO I RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis y comparacién de los resultados obtenidos con cada uno de los soportes
permite proponer un modelo de estructura interna tanto para los soportes BDE-agarosa
como para los dos soportes dextrano-agarosa.

La cadena de 12 dtomos de la molécula de 1,4-butanodiol-diclicidoxi-éter (BDE)
utilizada para la activacién del soporte de agarosa no parece haber sido suficiente para
reducir el impedimento estérico a la interaccién renina-caseina (tabla 1.15).

Se han sintetizado dos tipos de soportes de agarosa 6B-CL activado con brazos
espaciadores de cadena larga siguiendo procesos diferentes. Comparando los derivados
obtenidos por inmovilizacion sobre cada uno de los soportes, se ha propuesto la posible
estructura interna de estos soportes:

- El primer soporte que no ha permitido buenas actividades frente al
substrato voluminoso, ha sido preparado a partir de un soporte muy activado (75
pumoles de grupos reactivos/ml gel), por lo que es probable que entre las
moléculas de dextrano (2,5 umoles de dextrano/ml gel) y el soporte de agarosa
se hayan formado varios enlaces. Ello podria haber supuesto [a formacin de un
denso recubrimiento de la superficie de la agarosa con el polimero. A la hora de
la inmovilizacién, cada molécula de enzima interaccionera no con largos brazos
espaciadores mas o menos libres, sino con una cada de dextrano de movilidad
limitda a modo de seginda superficie que presenta impedimentos estéricos
semejantes a los del soporte sin dextrano (figura 1.16 A).

- El segundo soporte se ha preparado haciendo reaccionar sobre gel
agarosa mucho menos activada (20 pumoles de grupos reactivos/ml gel) moléculas
de dextrano parcialmente oxidado. Los derivados obtenidos con este soporte
presentan una mayor Actividad Coagulante frente al substrato voluminoso, es
decir, estaria permitiendo un acceso mas facil de la caseina x al centro catalitico,
por lo que podria suponerse una disposicién de las cadenas de dextrano mucho
mis abierta recubriendo la superficie del soporte. La unién menos intensa del
dextrano a agarosa le permitiria actuar como un verdadero brazo espaciador
(figura 1.16 B).
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(A)

Figura I.16. Propuesta de la disposicion adoptada por las cadenas polildehidicas (dextrno oxidado) sobre
el gel MANA-agarosa en cada uno de los diferentes soportes preparados: Gel dextrano-agarosa-I (A) y gel
dextrano-agarosa-11 (B).

La flexibilidad de las cadenas polifuncionalizadas tipo dextrano utilizadas como
brazos espaciadores entre la enzima y el soporte, su longitud y su caracter hidrofilico
resultd ser la mas adecuada para obtener actividades coagulantes remanentes del 25%
(Tabla 1.15).
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CAPITULO 11

Inmovilizacién-estabilizacion de glicoenzimas:
Inmovilizacién-estabilizacion de la 8-galactosidasa de
Aspergillus oryzae para la hidrélisis de lactosa
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INTRODUCCION

1. ESTABILIZACION DE ENZIMAS

La utilizacién de enzimas en quimica fina, medicina, tecnologia de alimentos o
quimica analitica requiere, en muchos casos, trabajar a elevadas temperaturas para
incrementar la productividad y prevenir contaminaciones microbianas, la introduccién de
cosolventes organicos para desplazar el equilibrio de la reaccién hacia la formacion de)
producto deseado, o la incubacién en medios de pH diferente de aquel al cual la enzima
muestra su maxima estabilidad. La estabilidad limitada de estos biocatalizadores, su alto
coste y la dificultad de regeneracién condicionan sus posibilidades de aplicacién y por
ello gran parte de los estudios se han orientado al conocimiento de los mecanismos por
los que se produce la inactivacién enzimética (procesos bimoleculares y procesos
unimoleculares) como base para el porterior desarrollo de sistemas enziméticos de mayor
estabilidad.

La desnaturalizacion de una proteina, en general, supone la pérdida de la
estructura tridimensional nativa caracteristica de su cadena polipéptidica, sin llegar a
alterar la secuencia de aminoacidos. Factores como el calor, el pH, la presencia de
determinados cosolutos y/o cosolventes son los desencadenantes de dichos cambios en
la estructura tridimensional de la molécula, tan directamente ligada a la actividad
biolégica de cada proteina. El aumento de la temperatura promueve movimientos
vibraciopales en las moléculas en solucién que conducen a su desplegamiento progresivo.
La exposicidon de la proteina soluble a pHs extremos induce cambios en el grado de
ionizacion de los diferentes grupos y, como consecuencia de ellos, la modificacion de su

posicion relativa.

La distorsién de la estructura terciaria nativa de la enzima puede ser considerada
como un proceso en dos etapas (4, 37) (figura I1.1): La primera etapa supone cambios
conformacionales sobre la molécula que conducen a un desplegamiento parcial y
reversible, siempre que se elimine el agente causante de la desestabilizacién y se
recuperen las condiciones 6ptimas del medio. Si, por el contrario, las condiciones
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desestabilizantes se extreman o se prolongan, este primer proceso reversible favorece que
sobre la enzima distorsionada tengan lugar reacciones posteriores de diferente naturaleza
tan intensas que hacen imposible la recuperacién de 1a disposicion relativa inicial de sus
grupos cuando se retorna al medio 6ptimo, es decir la molécula de enzima se inactiva
irreversiblemente. El resultado final seria una conformacién inactiva de la enzima, la
pérdida de su estructura cuaternaria, procesos de agregacién intermolecular, disociacién
de cofactores, modificacién quimica de grupos inicialemente menos expuestos al medio,
etc. Por esta razén, una estrategia general de estabilizacién para proteinas (o enzimas)
debera estar basada en la inhibicion de la primera etapa del proceso de inactivacion, es
decir en tratar de disminuir la posibilidad del primer desplegamiento de la estructura
proteica, pues un sistema que confiera rigidez a la molécula dificultard los primeros
cambios conformacionales reversibles impidiendo procesos posteriores mas graves (5).

A

Figura IL1. Desnaturalizacidn-renaturalizacién de una proteina globular.

La presencia de determinados compuestos en una solucién enzimatica ejerce un
pronunciado efecto estabilizante. Entre los aditivos utilizados para estabilizar enzimas
en solucidn se encuentran azicares, alcoholes polihidroxilicos como glicerol o etilenglicol,
determinados cosolventes organicos, substancias detergentes, polimeros y sales. El efecto
estabilizante ejercido por los azucares (sacarosa, lactosa, etc) o por alcoholes
polihidroxilicos parece ser el resultado de la interaccién preferencial de las proteinas con
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el medio acuoso en presencia de estos aditivos (38).

También la modificacion quimica de proteinas ha permitido modificar las
propiedades de las enzimas, permitiendo alterar su solubilidad, su actividad e incluso su
estabilidad. En este sentido se han conseguido modificaciones controladas de la
superficie de la enzima que provocan cambios en la interaccién entre ésta y el medio,
favoreciendo el mantenimiento de su conformacién activa. Cuando la modificacién
quimica de la molécula tiene lugar con un reactivo bifuncional o polifuncional (39, 40)
la formacion de puentes o entrecruzamientos (covalentes, idnicos, etc.), en muchos casos,
evita el desplegamiento de la macromolécula haciéndola més estable.

Todas aquellas estrategias de inmovilizacién que implican el aislamiento o
dispersion de cada molécula de enzima, aunque no disminuyan Ja inactivacién debida a
los procesos unimoleculares que afectan a la estructura 3D de la enzima, suponen cierta
estabilizacién ya que evitan los contactos intermoleculares que podria dar lugar a
fenomenos de agregacién o autolisis, en el caso de proteasas, pero fue Klivanov (3) en
1983 el que propuso que, cuando la inmovilizacién de un enzima tiene lugar por
interaccién con una determinada matriz o soporte a través de varios puntos, ésta deberia
ejercer un importante efecto estabilizador. Mozhaev et al. (4, 5) y Martinek ef al. (6)
desarrollaron con éxito esta propuesta de estabilizacién utilizando como estrategia de
inmovilizacién la copolimerizacién. Muchas de las estabilizaciones logradas por
entrecruzamiento se basan en el mismo concepto: el aumento de la rigidificacién de la
estructura tridimensional de la enzima (39). Desde el punto de vista biotecnolégico la
inmovilizacién multipuntual como estrategia de estabilizacién presenta un enorme
interés pues permite resolver mediante una nica técnica los dos problemas principales
que limitan la aplicacion de biocatalizadores a nivel industrial: la reutilizacién y/o posible
uso en continuo, y la estabilizacidn.

En principio la copolimerizacion es el método con el que mas facilmente podria
lograrse un alto grado de multiinteraccion, debido a la gran congruencia geométrica
entre la enzima y la matriz polimérica, sin embargo las matrices presentan gran
sensibilidad al medio lo cual afecta directamente a las moléculas de enzima integradas
en ella. Ademas el proceso de polimerizacién no permite, en general, el control del
grado de interaccién de la enzima y la estructura cerrada del copolimero plantea grandes
problemas para la difusion de substratos y productos. En este sentido, la inmovilizacién
covalente multipuntual de enzimas a soportes sdlidos preexistentes supondria superar
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estas limitaciones, permitiendo, ademas, la eleccion tanto del soporte adecuado como del
tipo de grupos reactivos, asi como el control de las condiciones del proceso, con la
finalidad de conseguir en cada caso el soporte con la adecuada congruencia geométrica
que permita la multiinteraccién suficiente para fremar los posibles cambios
conformacionales de ]a enzima unida a él, afectando lo menos posible a su actividad para
su posterior y rentable aplicacion a gran escala.

La estrategia de inmovilizacién y estabilizacién por unién covalente multipuntual
desarrollada por Guisan er al.(7-12), gracias principalmente a las caracteristicas de los
grupos reactivos del soporte y a la reversibilidad de cada enlace entre éstos y los grupo
reactivos de ]a molécula de enzima, que se han descrito ampliamente en la Introduccién
General del presente trabajo, ha permitido un amplio estudio de todas las variables que
intervienen en el proceso de inmovilizacion (7, 8). Los resultados obtenidos de su
aplicacion sobre numerosas enzimas reflejan que se trata de una adecuada estrategia de
inmovilizacidn y estabilizacién de proteinas en general.

2. INMOVILIZACION-ESTABILIZACION DE GLICOPROTEINAS

A nivel bioldgico la presencia de las cadenas de aziicares en las moléculas de las
glicoproteinas son imprescindibles por las caracteristicas de hidrofilicidad, movilidad en
los tejidos o capacidad de unidn a determinadas zonas de la célula que confieren 2 la
proteina de la que forman parte.

Los estudios realizados in vifro sobre glicoenzimas han demostrado que los
carbohidratos confieren a la glicoenzima resistencia frente a la accion de proteasas y, en
muchos casos estabilidad térmica (41-43), siendo raros los casos en los que se haya
probado que la actividad enzimitica dependa de la presencia de los residuos glicosilo
(44, 45).

El importante efecto estabilizador de la fraccion glicosidica se ha relacionado con
el aumento de hidrofilicidad que supone su presencia en el entorno de la molécula y con
el establecimiento de interacciones no covalentes con la superficie proteica que
mantienen su conformacién activa. Segin Mozhaev et al.(46) la aproximacién mas
sencilla y fiable para la estabilizaci6n artificial de una proteina seria la hidrofilizacion de
la zona no polar de su superficie. En este sentido, la neo-glicosilacién o introduccién de
nuevos residuos azucarados sobre los grupos no-polares o sobre grupos proximos a zonas
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no-polares de la enzima supone un importante incremento de su estabilidad (47).

La utilizacién de estrategias generales de inmovilizacion o estabilizacién de
enzimas cuando se trata de moléculas glicosiladas plantea importantes problemas debido
a que la presencia de cadenas glicosidicas en la superficie de la proteina puede dificultar
la interaccion de los residuos de la estructura proteica (amino terminal, Lys, Asp /Glu,
etc.) con los grupos activos del soporte al cual se quiera inmovilizar la enzima. En
consecuencia se han disefiado procesos en los cuales es la fraccion glicosidica la que
participa en la reaccioén (48-50) lo cual, ademas de evitar los problemas de accesibilidad,
presenta ventajas adicionales pues al participar en la reaccién grupos muy alejados del
centro activo la posibilidad de que el proceso afecte a la actividad enzimética es minima.

Aunque la justificacién para el desarrollo de estas estrategias es correcta desde
el punto de vista de la inmovilizacién, cuando se busca ademas la estabilizacién de la
enzima por inmovilizacién multipuntual, surge una limitacién importante pues la fijacién
al soporte por estos puntos tan distantes e independientes de la zona proteica apenas
supondrd rigidificacién adicional de la estructura espacial de la molécula, y por
consiguiente la ganancia en estabilidad de la estructura terciaria ser nula.

2.1. PROPUESTA DE ESTABILIZACION DE ENZIMAS GLICOSILADAS

A continuacion se describen las estrategias originales de inmovilizacién-
estabilizacién de enzimas glicosiladas desarrolladas en el presente capitulo, asi como los
estudios de estabilidad realizados.

La propuesta desarrollada en este capitulo consiste en la utilizacién de dos
herramientas para el abordaje de la inmovilizacién-estabilizacién de glicoenzimas: En
primer lugar, e] enriquecimiento de la superficie de la enzima en grupos reactivos con
el fin de que la inmovilizacién covalente al soporte tenga lugar a través de mayor
nimero de puntos. De este modo se pretende compensar el impedimento estérico que
supone la presencia de las cadenas glicosidicas a la inmovilizacion multipuntial de la
enzima, insistiendo en la rigidificacion de la estructura 3D como método 6ptimo para la
estabilizacién. En segundo lugar y una vez inmovilizada la enzima se aprovechara la
presencia de las cadenas de los carbohidratos como agentes entrecruzantes intrinsecos

en busca de estabilizaciones adicionales.
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Las etapas seguidas en el proceso seran:
a.- Inmovilizacion no distorsionante a través de enlaces muy estables.

Se estudiard la inmovilizacion de la enzima nativa sobre geles glioxil-
agarosa. Utilizando esta estrategia de inmovilizacién se han conseguido
estabilizaciones muy importantes de enzimas no glicosiladas a consecuencia de la
fuerte unién multipuntual enzima-soporte (8-12).

b.- Enriquecimiento de la superficie enzimdtica en grupos amino.

Dado que la presencia de las cadenas glicosidicas puede reducir el area
disponible para la interaccion con el soporte, se intentard aumentar la capacidad
de la enzima para realizar uniones multipuntuales. Para ello se relizaran
modificaciones controladas de los grupos carboxilo de la enzima con etilendiamina
(via activacién con carbodiimida). De este modo se espera que la densidad de
grupos amino capaces de parficipar en un proceso de inmovilizacién de tipo
multipuntual sea mas elevada que al utilizar la enzima nativa.

Evidentemente este tipo de procesos requieren un estricto control tanto
de la modificacién quimica en si como de la inmovilizacién posterior. La
optimizacién del proceso ha de suponer un compromiso entre una modificacién
quimica que altere lo menos posible las propiedades de la enzima soluble pero
suficiente para permitir la estabilizacién adicional consecuencia de la
inmovilizacion.

¢.- Entrecruzamiento intramolecular de la enzima nativa y de la enzima
enriquecida en grupos amino utilizando las propias cadenas glicosidicas como agente
enirecruzanie.

La oxidacién de las cadenas glicosidicas con peryodato genera la formacién
de grupos aldehido, los cuales pueden reaccionar con grupos amino de la misma
glicoproteina produciéndose entrecruzamientos intramoleculares. De este modo
se habra reducido la movilidad de los residuos implicados, con lo cual las
posibilidades de cambios conformacionales en la molécula serdn menores,
pudiendo verse reducida la subsiguiente inactivacion.

Es interesante sefialar que este tipo de estrategias son adecuadas para ser
desarrolladas sobre proteinas en fase sélida, es decir despues de haber sido
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insolubilizadas, de otro modo la oxidacién, que en si supone la activacién del
agente entrecruzante intrinseco, podria producir reacciones intermoleculares entre
los aziicares de una molécula y los grupos amino de otra diferente. Al estar la
moléculas independientes y enlazadas al soporte se puede disenar un proceso de

entrecruzamiento exclusivamente intramolecular.

Ya que el enriquecimiento en grupos amino de la superficie de la enzima
descrito en el apartado b, puede afectar tanto a la inmovilizacién multipuntual
como al entrecruzamiento intramolecular se estudiara el proceso global para

obtener el mejor binomio de actividad y estabilidad.
d.- Estudios de estabilidad de los derivados inmovilizados-estabilizados.

Tanto la unién covalente multipuntual a soportes activados como el
entrecruzamiento intramolecular deben producir el mismo tipo de mecanismo de
estabilizacién: 1a fijacion de las distancias entre diferentes residuos de la superficie
proteica y el consiguiente aumento de la rigidez de la enzima. Por ello los efectos
estabilizantes de dichas estrategias deberian observarse en cualquier tipo de
experimento de inactivacién. Sin embargo, al encontrarse los procesos asociados
a modificaciones quimicas de la enzima, ello puede suponer un efecto muy
diferente sobre la estabilidad de la enzima en funcién de las condiciones
experimentales bajo las que se encuentre. Para comprender los mecanismos
globales de inactivacién y para evaluar la estabilizacién conseguida se han
realizado estudios en diferentes medios de incubacion.

3. B-GALACTOSIDASA DE Aspergillus oryzae

La B-galactosidasa (B3-galactosido galactohidrolasa, EC 3.2.1.23) producida por el
hongo Aspergillus oryzae es una glicoproteina extracelular monomeérica con un peso
molecular de 105.000 D. Con respecto a su composicion en aminoédcidos, posee un alto
contenido en Asp y Glu, 10,5y 9,1 %, respectivamente y un 4,4% en Lys (51-52). Estas
cadenas de carbohidratos corresponden a oligosacaridos de tipo galactomanosa que se
dividen en dos fracciones atendiendo a su logitud: el 4% corresponde a cadenas largas
y el 96% restante esta constituido por cadenas cortas. La fraccion azucarada total de la
glicoproteina supone un 11% del peso de la molécula y las cadenas se unen a la
estructura proteica a través de residuos de N-acetil-glucosamina (53). El elevado
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contenido en azicares de esta glicoenzima de confiere gran estabilidad en medios acidos.

Su pH éptimo de actividad es 4,5 cuando su actividad se mide empleando el
substrato sintético, oNPG ', y 4,8 para lactE)sa, substrato natural. La temperatura ptima
se sitdia entorno a los 45-50°C para el primero y a una temperatura algo menor (30°C)
para el substrato natural (54). Los parametros cinéticos de la enzima varian en funcién
del substrato sobre el que actiie, asi se han determinado un valor de K, para lactosa de
50 mM y de 0,7 mM para oNPG y una V,, de 2,4 y 55,6 pg/min.mg de proteina para
lactosa y oNPG, respectivamente.

La presencia de glucosa (20-400 mM) o manosa en el medio de reaccion no
afecta a la actividad enzimatica, pero si la de galactosa que actia como inhibidor
competitivo, aunque también se ha reportado inhibicién no-competitiva producida por
el mismo monosicarido (55).

La presencia de NaCl o KCl iones en el medio de reaccién reduce la actividad
enzimética en mayor medida cuanto mas bésico es el medio (56). La hidrdlisis de oONPG
es fuertemente inhibida por cationes divalentes como Cu**, Hg** y Ag**.

Se ha logrado la inmovilizacion de esta enzima por métodos muy variados. A
través de su fraccién proteica: por unidn covalente a matrices solubles de poliacroleina,
si bien los derivados conservan buenos valores de actividad enzimatica, la estabilizacién
conseguida es minima (57); por reaccién con alginatos hidrosolubles activados con
carbodiimida consiguiéndose bajos rendimientos en la unién covalente e importantes
pérdidas de actividad, sin haberse estudiado la estabilidad (58); por unién covalente a
soporte de magnetita activada convenientemente con grupos aldehido, obteniendose
derivados enzimaticos muy estables, aunque con baja actividad remanente (59)o por
reaccién con un soporte poroso de SiO, silanizado y tratado con glutaraldehido (60). Se
ha llegado incluso a disefiar diferentes reactores para la hidrdlisis de lactosa: reactores
de tipo de membrana enrollada, de lecho poroso (basados en la inmovilizacién de la
enzima sobre particulas de silice atrapadas en una lamina estriada microporosa de
polivinilo (61, 62) o de lecho fijo (63).

'o-pitrofenil f-D-galactopiranoside, introducido por Aizawa como
substrato cromogénico para galactosidasas.
Aizawa, K. 1939. Enzymmologie 6, 321.

Engsayo: Sambrook, J., et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory, Vol 3, pg 16.66 (1989).
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OBJETIVOS

En este capitulo se estudiara la 8-galactosidasa de Aspergillus oryzae, como enzima
de interés industrial y al mismo tiempo, como modelo para el desarrollo de diferentes
estrategias de estabilizacion de enzimas glicosiladas asociadas al proceso de
inmovilizacidn, es decir, aplicadas durante y después del procesc de inmovilizacion de

la enzima.

Se abordaran fundamentalmente tres estrategias de estabilizacion:

a.- La unién covalente multipuntual de la enzima nativa a soportes glioxil-
agarosa.

b.- El enriquecimiento de la enzima en grupos amino para optimizar su
unién covalente multipuntual sobre los geles de agarosa.

c.- La utilizacién de la propias cadenas glicosiladas de la enzima
inmovilizadas para promover entrecruzamientos intramoleculares entre
dichas cadenas y los residuos amino de la estructura proteica.

Ademas se evaluara el efecto conjunto de las tres estrategias incluyéndose la
modificacién quimica con etilendiamina de los residuos carboxilicos de la proteina por
reaccion con carbodiimida, la unién covalente multipuntual de la enzima modificada
sobre el soporte, la oxidacidon parcial de las cadenas glicosidicas de la enzima
inmovilizada; y la reaccién intramolecular de entre estas cadenas de aziicares activadas
por oxidacion y la fraccién proteica de la propia molécula de enzima inmovilizada

multipuntualmente.
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Dado que la mayoria de las estrategias estan basadas en modificaciones quimicas
previas de la enzima {aminacién de los grupos carboxilo, oxidacién de los aziicares) sera
necesario un control muy riguroso de todas-las reacciones, teniendo en cuenta el efecto
conjunto que sobre la actividad y estabilidad finales del derivado enzimatico puede tener
cada proceso.

Para finalizar se estudiaran las cinéticas de inactivacién de los derivados en
diferentes condiciones experimentalews para una mejor evaluacion del efecto combinado
de modificaciones quimicas y estrategias estabilizantes.
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METODOS:

1. ACTIVACION DEL SOPORTE DE AGAROSA

En este Capitulo se han empleado dos soportes: el soporte glioxil-agarosa y el
soporte MANA-agarosa. La descripcién de los Métodos de activacién se ha realizado en
elCapftulo I (Métodos, Apartado 1.1.1).

2. ENSAYO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA 8-GALACTOSIDASA DE Aspergillus
oryzae

El ensayo utilizado ha sido el siguiente: A una cubeta con 2 ml de solucién de
substrato 10 mM en tamp6n acetato 0,1 M a pH 4,5 termostatizada a 25°C y con
agitacién suave, se le afade una muestra de 25-200 ul de solucién enzimitica o de
suspensioén de derivado. Del registro del incremento de absorbancia que se produce a
420 nm en funcién del tiempo transcurrido, se determina la velocidad inicial de hidrélisis
para este substrato la cual se dard en Unidades de Actividad. Se define la Unidad de
Actividad como la cantidad de enzima que es capaz de hidrolizar 1 umol de oNPG por
minuto a 25°C.

3. SEMIPURIFICACION DE LA B8-GALACTOSIDASA DE Aspergillus oryzae

Se disuelve extracto comercial de p-galactosidasa de 4. oryzae en una
concentracién de 2,5 mg/ml en tampdén acetato 15 mM de pH 5,0 agua, por
centrifugacion se separa la fraccidén no soluble. Al sobrenadante se le atade gel MANA-
agarosa de 75 pymoles/ml gel resultando una suspensiéon 1:170 que se mantiene con
agitacién suave, a pH 5,0 y temperatura ambiente durante 2,5 horas. La adsorcién iénica
de la enzima sobre el soporte se aprecia al disminuir la actividad enzimatica del
sobrenadante.
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Se filtra y se lava el gel con tampdn acetato 15 mM de pH 5,0 abundante para
eliminar todo lo que no se haya adsorbido. Se resuspende en tampodn fosfato 20 mM,
NaCl 0,1 M de pH 7.0, frio y se maptiene la suspensién 1:6, a unos 4°C, el tiempo
necesario para que se desorba la maxima cantidad de enzima. Se filtra, recogiendo el
sobrenadante para dializarlo frente a tmpdn acetato 15 mM de pH 5,0 en la cimara fria.

La solucién enzimética semipurificada se conserva en la cimara fria durante varios

dias.

4. MODIFICACION QUIMICA DE LA ENZIMA NATIVA CON ETILENDIAMINA (1,2~
diaminoetano)

Los grupos carboxilo de la enzima se modifican con etilendiamina (EDA)
siguiendo el método desarrollado por Hoare et al.(64).

Un volumen de solucién enzimatica semipurificada y dializada de
aproximadamente 300 U.A.H./ml se diluye a la mitad con una solucién de EDA 2M a
pH 4,75. Una vez comprobado que el pH se mantiene, se agrega carbodiimida (CDI) de
forma que su concentracién final sea 1.102 M y se incuba con agitacién suave a 20°C
durante 1,5 horas. Transcurrido este tiempo se procede a dializar frente a una solucién
tampoén de acetato 15 mM al mismo pH de 5 litros realizando 5 cambios para favorecer
la rapida eliminacién de los reactivos del medio, y en cimara fria para disminuir las
posibilidades de reaccidn entre los grupos hasta que la eliminacién de reactivos del
medio sea total.

Por otra parte, también se realizan otras modificaciones quimicas mas moderadas,
suavizando las condiciones de reaccion, tanto subiendo el pH a 6,0, como disminuyendo
la concentracién de CDI hasta 1.10° M. Con ello se pretende disminuir el grado de
activacién de los carboxilos y, por tanto, la reactividad de estos grupos hacia la EDA.

A los tres tipos de modificacién quimica logrados se les ha denominado:
modificacion 5.2, 5.3 y 6.2, en alusidn a los dos pardmetros que se varian: pH de reaccién
(4,75 6 6,0) y concentracién de CDI (1.10% 6 1.10° M).
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5. PREPARACION DE DERIVADOS DE B-GALACTOSIDASA DE Aspergilius oryzae

Se han preparado derivados enzimaticos por inmovilizacion a soportes de agarosa,
tanto de la enzima nativa como de [a enzima modificada previamente con EDA.

En un determinado volumen de solucién enzimatica semipurificada, concentrada
y dializada (Apartado 3), con una actividad aproximada de 300 U.A.H./ml se disuelve
galactosa al 20%, enfriando hasta 4°C. La solucién resultante se diluye a la mitad con
tampdn bicarbonato 40 mM de pH 9,5, tambien enfriado previamente, e inmediatamente
se suspende en ella el gel/ glioxil-agarosa en relacién 1:2. Se ajusta el pH a 10,2 y ]la
temperatura a 15°C. Después de 3 horas de incubacién de la suspension de reaccién en
estas condiciones con agitacion suave, se procede a la reduccién con NaBH, (1mg/ml)
a 15°C durante 45 minutos, no sin antes haber diluido la suspension hasta 1:10 (v:v) con
el mismo tampén. Posteriormente se filtra, lavindose abundantemente con tampon
fosfato 25 mM de pH 7.0 y con agua.

Esta descripcién del método de preparacidn del derivado es la que corresponde
al derivado de la enzima nativa considerado como optimizado después de haber
modificado parametros como el pH (10,0, 10,2 y 11,3), la temperatura (4, 15 y 20°C} y
el tiempo (entre 30 minutos y 20 horas) para la interaccién enzima-soporte.

Para la preparacion de los derivados de la enzima previamente modificada con
EDA el método seguido es semejante. Para ofrecer mayor cantidad de enzima al soporte,
la suspensién de reaccion se prepara en relacién 1:5 y se incuba a pH 9,0 a 20°C durante
2,5 horas inmovilizandose practicamente el total de la enzima ofrecida. A continuacién
se sube el pH de la mezcla de incubacién a 10,0, manteniéndose 72 hora mas a la misma
temperatura y pH, siempre con agitacién suave. La reduccion en este caso se realiza una
vez diluida la suspensién hasta 1:10 coa el mismo tampén de pH 10,0.

6. MODIFICACION QUIMICA CON NalO, DE LOS DERIVADOS ENZIMATICOS

Se han modificado quimicamente con NalO, los derivados enzimaticos tanto de
la enzima nativa, como de la enzima modificada previamente con EDA.

Se trata una suspensidn 1:10 en agua del derivado optimizado de -galactosidasa
nativa sobre gel glioxil-agarosa-75 (Métodos 5.1) con NalO, a temperatura ambiente,
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ofreciendo 3.10Z umoles por U.A.H. (4,5 U.A H./mg extracto comercial 6 25 U.A H./mg
proteina semipurificada) que corresponderia a 3,86 pmoles/ml derivado. Se manteniene
la incubacion a temperatura ambiente y con agitacién constante hasta alcanzar al
consumo maximo de NalO,, lavando a continuacién con agua abundante.

Para modificaciones moderadas (25 6 50%) de este derivado se trata con 0,75.102
6 1,5.10% pmoles NalO,/U.A H., respectivamente.

Para la oxidacién con peryodato de los derivados de la enzima modificada
previamente con EDA se realiza siguiendo el mismo método. Independientemente de
la actividad final de los derivados preparados con enzima modificada con EDA y por
haber sido idénticos los rendimientos de la inmovilizacidn, se trata una suspensién 1:10
de derivado en agua con 3,86 umoles de NalOy/ml derivado, incubando hasta el
consumo maximo del agente oxidante.

7. ENTRECRUZAMIENTO INTRAMOLECULAR

La estrategia desarrollada consiste en el aprovechamiento de las cadenas
glicosidicas de la glicoenzima como agente entrecruzante intrinseco. El proceso consiste
en la reaccion de los grupos aldehido producidos por oxidacion de las cadenas
glicosidicas y los grupos amino superficiales de su fraccion proteica. La reaccion se lleva
a cabo sobre los derivados de enzima inmovilizada.

Se suspende el derivado glioxil-agarosa de B-galactosidasa (modificada o no con
EDA) oxidado con NalO, en tamp6n fosfato sédico de pH 7,0 en el que previamente se
habia disuelto TMAB 150 mM. La mezcla de reaccién se mantiene a pH 7,0, con
agitacién suave y a temperatura ambiente durante tiempo variable. Cuando la incubacién
se prolonga durante dias, cada 48 horas se filtra el derivado y, sin lavarlo, se resuspende
en una nueva solucién de incubacién en idéntica relacién. Transcurrido el tiempo
deseado, se diluye la suspensién con tampén bicarbonato 40 mM, galactosa 20% de pH
9,0 a 4°C, agregando 1 mg/ml de NaBH,. La suspension se agita suavemente y después
de una hora se filtra y se lava abundantemente con tampén fosfato de pH 7,0 y con agua.
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8. ENSAYOS DE ESTABILIDAD ENZIMATICA

Se realizan incubaciones de los diferentes derivados obtenidos en medios
tamponados de acetato 20 mM a pH 4,5 y 50°C, de fosfato 20 mM a pH 7,0 y 50°C y de
bicarbonato 20 mM a pH 9,0 y 25°C. Cada cierto tiempo se extraen de cada suspensién
enzimdtica alicuotas de 20-200 (.l para el ensayo de sus respectivas actividades
remanentes. Se representan Jos porcentajes de estas actividades puntuales respecto a las
iniciales en funcién del tiempo. De este modo se pueden comparar estabilidades de
diferentes derivados, o del mismo en diversas condiciones de incubacién, asi como
determinar las semividas de la enzima en dichas condiciones.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. SEMIPURIFICACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO COMERCIAL

Con el fin de eliminar de la solucién de extracto enzimdtico comercial, otros
productos diferentes de la propia fB-galactosidasa como estabilizantes restos de
tratamientos previos o del cultivo celular original, que podrian interferir en el proceso
de inmovilizacién de la enzima, se ha considerado conveniente la semipurificaciéon de la
solucién de la solucién del extracto comercial de 8-galactosidasa de A. oryzae.

Segiin experimentos previos realizados en el laboratorio (65), el trabajar con la
solucién enzimatica previamente semipurificada afecta al proceso de inmovilizacién
covalente sobre soporte glioxil-agarosa en dos sentidos: acelerando la velocidad de
insolubilizacién y favoreciendo la pérdida de actividad enzimatica residual del derivado
obtenido. La explicacion a este comportamiento podria encontrarse en que al eliminar
del medio ciertas impurezas del extracto crudo se evita su interferencia en el proceso de
inmovilizacién de la enzima, y por ello la insolubilizacién se favorece y la unién al
soporte es mas intensa, provocando mayores pérdidas de actividad.

El método seguido para la semipurificacién consiste en la adsocidn-desorcion
diferencial a geles MANA-agarosa. Durante la incubacién de la solucién enzimética a pH
5,0 en presencia del soporte tiene lugar la adsorcién idnica de la proteina, a través de
sus grupos carboxilo al soporte activado con grupos amino. El posterior lavado con el
mismo tampon de pH 5,0 permite la eliminacién de todo aquello que no se encuentre
ionizado. Resuspendiendo el soporte bien lavado en el medio adecuado se favorece la
desorcion de la enzima, obteniéndose la solucidn enzimética semipurificada. El método
que se ha seguido para la semipurificacién de la solucién enziméatica ha sido modificado
con respecto al utilizado por Santana (65). La modificacién introducida afecta a la etapa
de desorcién y supone, en primer lugar, la substitucién del medio de pH 10,0 en el que
se resuspende el gel, por una solucién tampén de pH 7,0 y con alta fuerza iénica capaz
de romper las interacciones idnicas establecidas entre la enzima y el soporte, de este
modo se evita exponer a la enzima a un medio basico desestabilizante para la -
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galactosidasa de A. oryzae, y segundo, la suspension del gel en un volumen de tampén
menor que ¢l de la suspensién de adsorcion, de forma que la desorcién de toda la
proteina del soporte supenga la obtencién de una solucidn enzimatica concentrada.

La incubacién a pH 5,0 de la solucion de extracto enzimatico comercial (4,5 U/mg
extracto) en presencia del gel MANA-agarosa ha permitido la adsorcién del 93-98% de
la enzima en 1 hora a temperatura ambiente. Una vez lavado el gel y eliminado, por lo
tanto, todo aquello que no se hubiera adsorbido, al resuspender el soporte en tampén
de pH 7,0 y con alta fuerza iénica (NaCl 0,1 M) se logré la desorcién del 82-89% de la
enzima en 3-5 horas.

El proceso de semipurificacién llevado a cabo no afecta a la estabilidad de la
epzima, siendo idéntica para la solucién del extracto enzimatico crudo y para la
semipurificada: mantienen el 100% de su actividad durante S dias incubada a 4°Cy pH
7,0, y muestra un valor de semivida de 1,5-2 horas a 55°C y pH 7,0.

2. INMOVILIZACION DE LA B-GALACTOSIDASA DE A. oryzae POR UNION
COVALENTE SOBRE SOPORTE GLIOXIL-AGAROSA

El objetivo de la inmovilizacién covalente de la B-galactosidasa de A.onzae al
soporte glioxil-agarosa no sélo es lograr que ésta se insolubilice, sino que se formen
entre ambos enlaces capaces de ayudar al mantenimiento de la estructura tridimensional
de la enzima por conferirle mayor rigidez que cuando la molécula se encuentra libre en
el medio. La inmovilizacién de Ia molécula al soporte a través de cadenas o grupos
reactivos de pequefio tamafio y numerosos, hace que se mantenga fija 1a posicién relativa
entre estos puntos, confiriendo resistencia al conjunto y limitando las posibilidades de
deformaciones y desplegamientos provocados por las condiciones del medio.

Se han tomando como punto de partida experimentos previos realizados en el
laboratorio (65). En la tabla IL.1 se recogen dos de los derivados enzimaticos que se han
obtenido, mostrandose el efecto de la duracién de la interaccién y de la temperatura a
la que tuvo lugar dicho proceso, sobre la actividad enzimatica remanente que conservd
la enzima inmovilizada covalentemente. Cuando la interaccién tuvo lugar a 20°C durante
2 horas el derivado mostrd una actividad remanente del 70 % (derivado A.1), mientras
cuando el proceso de interaccién se alargé hasta 19 horas y se elevé la temperatura hasta
los 25°C la actividad remanente descendi6 al 20% (derivado A.3). El derivado A.3 fue
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el dnico que mostrd una ligera estabilizacién, sin llegar a duplicar la semivida de la

enzima en solucion.

" derivado P to/ Toney | Actrem(9 |
Al 10,0 2h/20:C 70
A3 10,0 5h/20°C y 17h/25°C 20
A3, i 10,2 3h/15°C 75

(*} Porcentage de actividad enzimdtica remanenie en cada derivado preparado segin la condiciones
experimentales indicadas

Tabla IL1. Derivado de B-galactosidasa de A. oryzae optimizado en relacién a los derivados preparados

con anterioridad,

Basandose en estos resultados, se procedid a optimizar los derivados enziméticos,
buscando aumentar la reactividad enzima-soporte mediante modificaciones de las
condiciones de inmovilizacién (pH, temperatura, tiempo de interaccién, cantidad de
enzima ofrecida) que favorezcan la multiinteraccién. Se prepararon diferentes derivados
(resultados no mostrados), de los cuales el de mayor estabilidad no superaba el mejor
valor de semivida logrado con el derivado denominado A.3. Para su preparacién se
alcaliniz6 ligeramente el pH hasta 10,15-10,2 para aumentar la reactividad de los grupos
amino superficiales de la enzima que reaccionan con el soporte, bajandose la
temperatura hasta 15°C para evitar la inactivacion de la enzima. Este derivado se
denomind A.3 ;.4 POT presentar la misma ganancia de estabilidad que el derivado A3,
a costa de una menor pérdida de actividad enzimatica (25%), lo cual indica la menor

distorsién por union al soporte.

En todos los casos la inmovilizacién ha tenido lugar en presencia de galactosa. La
galactosa, como inhibidor competitivo, protege al centro activo, favoreciendo su
conformacién espacial 6ptima, evitando por tanto que ni las condiciones del medio, ni
la interaccion con el soporte puedan distorsionarlo. Concretamente, para la
inmovilizacién de esta f-galactosidasa su presencia es imprescindible para el
mantenimiento de la estabilidad de la enzima a pH 10,0-10,2 durante el tiempo que dura
la inmovilizacién hasta la reduccién de los enlaces formados.
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Con respecto al estudio del proceso de inmovilizacion de S-galactosidasa de A.
oryzae sobre soporte glioxil-agarosa se puede seiialar que el control de las condiciones
de inmovilizacion permite modificar la actividad remanente del derivado resultante.
Cuando la inmovilizacidén provoca caidas importantes de la actividad enzimatica, pese a
esta gran inactivacién consecuencia de la interaccién mas intensa con el soporte, los
derivados obtenidos no muestran estabilizaciones equitativas (Figura I1.2). La interaccién
intensa con el soporte no permite una multiinteraccién capaz de conferir una
rigidificacién de la estructura 3D tal que la enzima se vea estabilizada.
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Figura IL2. Estabilidad térmica de la S-galactosidasa de A.oryzae nativa (%) y de un derivado de ésta

inmovilizada covalentemente sobre el soporte glioxil-agarosa (e)

Todo ello manifiesta de forma clara que la inmovilizacion de la enzima a través
de sus grupos amino no ha permitido el nimero de enlaces suficiente para proporcionar

a la molécula rigidez de su estructura terciaria. El numero de residuos de Lys es de 34-39
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por molécula (51, 52), relativamente alto, si se compara este niimero con los 14 residuos
Lys que posee tripsina (40.000 D), los cuales han permitido establecer interaccién
méaxima a través de 7 residuos, confiriendo una estabilizacion de 5.000 veces con respecto
a la enzima soluble en ausencia de autolisis (8). La explicacién de este diferente
comportamiento de la f$3-galactosidasa podria encontrarse en que se trata de una
glicoenzima: la presencia de las cadenas de oligosacaridos plantearia un importante
impedimento estérico a la interaccién entre los grupos enzimaticos de la superficie de
la fraccién proteica con los grupos glioxilo del soporte, por lo que las posibilidades de
interaccién multipuntual, y en consecuencia de estabilizacidn, serian bajas. Otro factor
a tener en cuenta es que, de los 39 residuos de Lys solamente 12 aminos primarios se
encuentran en la superficie de la molécula (66), lo cual unido a la presencia de los
azicares y al gran volumen de la molécula (90.000 D) reduce considerablemente la
posibilidad de formacién de varios enlaces y de que estos confieran estabilidad a una

molécula tan voluminosa.

3. ENRIQUECIMIENTO DE LA GLICOPROTEINA EN GRUPOS REACTIVOS
SUPERFICIALES

Dado que la inmovilizacién de la enzima nativa sobre gel glioxil-agarosa-75 no ha
permitido la estabilizacién de la estructura tridimensional, ni siquiera forzando las
condiciones para lograr mayor grado de unién covalente, se ha estudiado la posibilidad
de preparar derivados de la enzima previamente enriquecida en grupos reactivos
superficiales, buscando con ello el aumento de la posibilidad de unién covalente
multipuntual al mismo soporte para lograr una interaccién mas intensa que confiera
rigidez a la estructura 3D que se refleje en ganancia de estabilidad.

Para aumentar la cantidad de grupos amino de la proteina en su superficie, se
procedid a la modificacién quimica con etilendiamina (EDA) de otro grupo que también
se encuentra mayoritariamente en la superficie proteica por ser un grupo hidrofilico: el
grupo carboxilo, perteneciente tanto a los residuos Asp como Glu de la cadena peptidica
(60). La disposicion superficial de estos grupos hace que sean accesibles y por ello
facilmente modificables con métodos relativamente sencillos.

El proceso de modificacién quimica de los grupos carboxilo de la enzima nativa
con EDA consta de dos pasos sucesivos: la activacién de los grupos carboxilo con
carbodiimida (CDI) y el posterior ataque nucleofilico de este complejo sobre un grupo
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amino del reactivo (EDA), que a pH acido (4,75-6,00) se encontrara protonado (64).

El control del grado de modificacién quimica se ha realizado a través de la
modificacién de las condiciones en las que tiene lugar la reaccién, de forma que se vea
alterada la reactividad de las especies que en ella intervienen. Asi se han utilizade dos
concentraciones diferentes de activador (CD/): 1.10?y 1.10° M y se ha variado el pH del
medio de reaccién: pH: 4,75-5,0 y pH 6,0. El estudio ha dado lugar a tres tipos de
modificacion quimica que se han depominado: modificacién-5.2, 5.3 y 6.2, en alusién a
los valores que toman los parametros que se varian (pH de la reaccién y concentracién
de CDI). En estudios previos realizados en el laboratorio con a-quimotripsina
inmovilizada se demostré que el grado de modificacién alcanzado sobre derivados
modificados-5.2 es del 100%, por modificacién-6.2 del 45%, y por modificacién-5.3 del
25% (67).

Para cuantificar el alcance de la modificacién quimica conseguida en los diferentes
tratamientos es necesario determinar los efectos que causan tanto sobre Ia actividad y
la estabilidad de la enzima en solucién como sobre el proceso de inmovilizacién, los
parametros que defines el proceso.

3.1. MODIFICACION QUIMICA CON EDA DE LA ENZIMA EN SOLUCION

La actividad remanente de la solucion de 3-galactosidasa semipurificada después
de 1,5 horas de reaccion con EDA 5.2 se mantiene en el 100%. Esto indica que ni la
activacion con CDI ni la reaccién con EDA afectan a su actividad enzimética. Lo mismo
ocurre con los tratamientos mas suaves: 5.3 y 6.2.

Debido a que todas las especies implicadas se encuentran solubles, la tnica
manera de detener la reaccién es por la eliminacién de los reactivos (CDI y EDA)
mediante dialisis. Esto quiere decir que la reaccidn se verd prolongada hasta que los
valores de concentracién de reactivos y/o la acidez del medio hayan disminuido lo
suficiente como consecuencia de la dilisis.

Una vez eliminados por diélisis los reactivos de la modificaciéon con EDA, las
soluciones enzimaticas mostrarén pérdidas de actividad enzimatica bastante importantes.
La modificacién quimica-6.2 es la que permite conservar un mayor porcentaje de
actividad, el 69-76% de la actividad enzimatica en relacién a la que tenia la disolucion
nativa (semipurificada), frente al 52 y 68 % de las otras dos aminaciones-5.2 y 5.3,
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respectivamente.

En la figura I1.3 se muestra la diferencia de gstabilidad de la enzima soluble
modificada con EDA con respecto a la que tiene en su estado nativo, tanto a pH 7,0
como 9,0, apreciandose un claro efecto desestabilizante de la modificacién quimica.
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Figura I.3. Efecto de la modificacion quimica (5.2) con EDA sobre la estabilidad térmica de la g-
galactosidasa de A.oryzae: (®) nativa /(®) modificada-5.2. (A) en solucién en tampén fosfato 20 mM de pH
7,0 a 50°C y (B) en solucién en tampén bicarbonato 20 mM de pH 9,0 a 25°C.
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La CDI es un compuesto de gran reactividad frente a los grupos carboxilo y de
baja estabilidad en solucion, por ello es de suponer que tanto la reaccién de activacién
de los grupos carboxilo como la reaccién de éstos con la EDA han de tener lugar en un
espacio corto de tiempo cuando las condiciones de reaccién son idéneas como las que
se han elegido para estos tratamientos. Por ello no parece muy probable que la
modificacion quimica haya continuado durante la didlisis afectando la actividad
enzimatica, de ser asi alguna caida de actividad se hubiera detectado en la primera hora
y media de la reaccidn previa a la didlisis. Posiblemente la baja actividad remanente
observada se debe a la desestabilizacién provocada en la molécula consecuencia de la
modificacion quimica, y no a que la modificaciéon quimica haya afectado a grupos
esenciales para la actividad.

El control de la reactividad a través de la disminucién de 1a concentracién de CDI
en el medio de 1.102 M a 1.10° M y/o del aumento del pH de la reaccién de 4,75 a 6,0,
ha permitido modificaciones quimicas mas suaves: modificacién-5.3 y modificacién-6.2,
reflejadas en la mayor actividad remanente después del proceso, respectivamente 52 y
64% (ver figura IL.5).

3.2.INMOVILIZACION COVALENTE SOBRE SOPORTE GLIOXIL-AGAROSADE LA
ENZIMA MODIFICADA CON EDA

Se trata de una enzima cuyos grupos carboxilo se encuentran modificados
quimicamente con EDA y, en consecuencia, de una proteina con grupos amino
superficiales de dos tipos segin su origen: un primer bloque formado por los grupos
amino nativos en los que se incluyen tanto los procedentes de ]a cadena lateral de los
residuos de Lys con un pK de 10,2, como el amino terminal de la cadena polipeptidica
con un pK menor, y un segundo bloque que agrupa a los que son producto de esta
modificacién quimica con EDA de los carboxilos procedentes de los aminoécidos Asp y
Glu, que también tendran un pK bajo debido a la proximidad de otrol grupo amino

secundario introducido.

La presencia de estos "nuevos" grupos aminoe podria permitir la inmovilizacién de
la enzima en un medio menos bdsico (pH 9,0), con lo que la estabilidad de la enzima en
solucidn serd mayor, favoreciéndose por ello la inmovilizacién en su forma activa. Una
vez que se haya producido ]a unién al soporte en condiciones de buena estabilidad, se
podria forzar la participacién de los grupos amino originales de la enzima simplemente
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con la incubacién a un pH mas alto (pH 10,0), con el fin de lograr una buena
multiinteraccién enzima-soporte.

En la figura H.4. se representa el curso de inmovilizacion de la enzima
modificada-5.2 con EDA.
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Figura 1.4. Representacion del proceso de inmovilizacién de la enzima modificada-5.2 sobre el soporte
glioxil-agarosa-75: (W) actividad remanente de la suspensidn, (@) actividad remanente del sobrenadante

y (=) actividad remanente de la solucidén-control (enzima libre incubada en las mismas condiciones en
ausencia de soporte. Condiciones experimentales descritas en Métodos.

La mayor reactividad de los nuevos grupos amino y la buena estabilidad a pH 9,0
permite la inmovilizacion en forma activa del 88 % de la enzima ofrecida en 30 minutos.
Transcurrida hora y media se continiia la incubacién a pH 10,0 para favorecer la
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interaccién de los grupos reactivos de pK mayor (p.e. Lys) y en consecuencia la reaccién
con el soporte por un mayor nimero de puntos. Asi, mientras la solucién de enzima libre
(soluble) modificada-5.2, incubada a pH 10,0 se inactiva totalmente, la misma enzima
insolubilizada previamente a pH 9,0 sobre el soporte glioxil-agarosa conserva un 25% de
su actividad transcurridas 72 horas a pH 10,0.

Cuando la inmovilizacién tiene lugar con la enzima modificada-5.3 y 6.2, la
actividad remanente que muestran los derivados es del 46 y 38 %, respectivamente,
después del proceso de inmovilizacién y multiinteraccién covalente.

Para poder comparar el grado de modificacién quimica con su efecto sobre la
actividad enzimatica, en la figura ILS se muestran las actividades remanentes sucesivas
consecuencia de la modificacion quimica con EDA de la enzima soluble y de la
inmovilizacién covalente.
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Figura IL5. Efecto del control de la modificacién quimica con EDA sobre la actividad enzimatica

remanente de la enzima en solucién y de los derivados preparados por inmovilizacién. N: enzima nativa.
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En todos los casos se inmoviliza el 100%, por tanto las actividades finales
ensayadas de cada derivado corresponderan a la residual de los dos procesos:
modificacién quimica de la enzima soluble e inmovilizacion: 13, 28 6 32% segiin si la
modificaciéon quimica haya sido 5.2, 6.2 & 5.3, respectivamente.

A la vista de estos valores, se puede afirmar que suavizando las condiciones de

la modificacién quimica el rendimiento final de la inmovilizacién no se ve afectado, pero
la_intensidad de la interaccidn entre la enzima y el soporte disminuve sensiblemente

manifestandose en el mantenimiento de su actividad enzimatica.

No se ha podido determinar si los mejores resultados de actividad remanente
inmovilizada son debidos a una interaccién menos distorsionante de la molécula (menor
multiinteraccion) o a una mayor estabilidad de la enzima durante el proceso. La
respuesta se obtendra del estudio de estabilidad de los derivados.

® koK

El seguimiento del proceso de preparacion de los derivados ha permitido tener
un primer indicio de que el enriquecimiento en grupos reactivos superficiales de la
enzima esta permitiendo cierta multiinteracciéon en la unién enzima-soporte, puesta de
manifiesto en la mayor estabilidad durante la incubacion a pH 10,0 de ia enzima unida
al soporte frente a la enzima libre. Para afianzar esta hipotesis de estabilizacin, se ha
realizado la inactivacién térmica de los diferentes derivados enzimaticos obtenidos con
la enzima con mayor grado de modificacién quimica (modificacién-5.2), preparados por
interacciones enzima-soporte mas o menos prolongadas, comparando su comportamiento
con el de la enzima en solucion (Figura IL6)

La incubacién durante la inmovilizacién de la enzima aminada 5.2, una vez que
se ha insolubilizado a pH 9.0, en un medio mas alcalino de forma que se favorezea la
participacion de todos los grupos amino superficiales (pH 10,0), ha permitido lograr un
incremento de termoestabilidad con respecto a la enzima modificada libre en solucion.

Esta termoestabilizacién, que segiin se puede apreciar en la figura I1.6 ya se
produce con la simple insolubilizacién y con tiempos cortos de incubacién (3 horas a pH
10,0), se vé favorecida al prolongarse la interaccion (3 o 4 dias a pH 10,0). Resultando
un derivado enziméatico obtenido por incubaci6én durante 4 dias con una estabilidad a pH
7,0 de 40-60 veces mayor que la de la B-galactosidasa modificada soluble, lo cual supone
la extensién de la semivida desde unos 15-20 minutos para la enzima aminada-5.2 en
solucidn, hasta los 20 dias para el citado derivado-§.2 de 4 dias.
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Figura IL.6. Influencia de la duracién de la interaccién con el soporte sobre la estabilidad térmica de la
B-galactosidasa de 4. oryzae modificada-5.2 con EDA e inmovilizada sobre gel glioxil-agarosa. (W) enzima
soluble modificada-5.2, (x) derivado resultante después de 3 horas de incubacidn, (®) derivado resultante

después de 3 dias de incubacidn, y {Ml) derivado resuitante después de 4 dias de incubacién. Incubacién
en tampén fosfato 20 mM de pH 7,0 a 50°C.

Esta divergencia en las termoestabilidades entre los derivados y la enzima
modificada soluble, conseguida con el aumento progresivo del tiempo de interaccidn
entre los grupos reactivos, indica que con la aminacion de la enzima soluble se ha
conseguido aumentar las posibilidades de unién de la enzima al soporte. El tiempo de
contacto ha de ser suficientemente largo para permitir sucesivas interacciones que
concluyan en uniones cada vez mas numerosas, las cuales provocan la consiguiente
rigidificacién de la estructura terciaria de la cadena polipeptidica, que se manifiesta en
el freno a la desnaturalizacién térmica ya acelerada por la modificacién con EDA.
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» Estabilizacion térmica frente al correspondiente derivado unipuntual

Se han preparado derivados de cada una de las enzimas modificadas utilizando
soportes muy poco activados. La utilidad de estos soportes es el obtener derivados
enzimaticos en los que la enzima se una al soporte a través de pocos enlaces de forma
que su conformacién no se vea afectada por la inmovilizacion y, en consecuencia, se
pueda considerar que su comportamiento es idéntico al de la enzima en solucion, pero
habiéndose eliminado la posibilidad de procesos intermoleculares pues se encuentra
insolubilizada. Debido a la baja activacion del soporte y a que la unién covalente se
realiza con tiempo de interaccién corto, las posibilidades de unién enzima-soporte se
reduciran enormemente, y por ello su estructura tridimensional no se vera condicionada
por la presencia del soporte al permitirle cualquier movimiento o vibracién determinada
por el medio.

El disponer de estos derivados ha permitido, en primer lugar, cuantificar en
términos relativos el grado de multiinteraccién por inmovilizacién permitido por cada
una de las aminaciones, a través de la estabilizacion lograda. Para ello se han realizado
termoinactivaciones de cada derivado GLIOXIL-AGAROSA-75 frente a su
correpondiente derivado GLIOXITL-AGAROSA-S.

El estudio de termoestabilidad se ha realizado por incubacién de los diferentes
derivados en tres medios: pH 4,5, pH 7,2 y pH 9,0. Ello permite apreciar posibles
diferencias de comportamiento pues la enzima nativa en un medio acuoso adquiere una
estructura terciaria caracteristica en la cual expone al medio sus zonas polares en las que
se encuentra mayoritariamente los residos hidrofilicos como Lys y Asp/Glu. Por lo tanto
el pH del medio determina el grado de ionizacion de estos grupos, ¢l cual fija la posicién
relativa de cada uno, dando lugar a una conformacidén determinada. Asi habra un pH del
medio que de lugar a la conformacién 6ptima del centro activo, y la incubacién en un
medio no apropiado modificard los equilibrios de cargar en la proteina alterando la
estructura 3D. Las enzimas que han sido modificadas con £EDA presentan diferentes
grupos polares superficiales con respecto a la enzima nativa, ello podria suponer
alteracion en el comportamiento en funcién del pH del medio en el que se incube en
relacion al comportamiento de la enzima nativa.

En la tabla I1.2 se recogen los valores de las semividas de los derivados incubados
en los diferentes medios, con la intencidon de analizar la influencia del grado de
aminacién de la enzima sobre la estabilidad adicional que produce la inmovilizacion
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multipuntual, por ello se comparan los resultados con los obtenidos al incubar en las
mismas condiciones los correspondientes derivados "unipuntuales”.

Derivado de S-galactosidasa | pH 4,5 ﬁ W

nativa glioxil-agarosa-75 96 18 24

glioxil-agarosa-5 48 0,25 0,5

52 glioxil-agarosa-75 | 480 20 120
Estabilizacién’ 10 50 240
glioxil-agarosa-5 72 2 1

6.2 glioxil-agarosa-75 360 20 360
Estabilizacion” 5 10 360
glioxil-agarosa-5 96 4 6
53 GLIOXIL-AG-75 250 20 36
_ Estabilizaci_én'__ 2.6 5 6

*Cociente entre el valor de semivida para el derivado glioxil-agarosa-75 y para el derivado glioxil-agarosa-5.
Indicador de la estabilizacion conseguida por la inmovilizacién multipuntual frente a la inmovilizacién
“unipuntual”.

Tabla II.2. Valores de las semividas (horas) de la incubaciéon a diferentes pHs de suspensiones de
derivados de B-galactosidasa de A. oryzae modificada con EDA en diferente grado (5.2, 5.3 y 6.2)

preparados por inmovilizacién sobre soporte glioxil-agarosa-5 o sobre soporte glioxil-agarosa-75.

Elvalor de "estabilizacién" expuesto en la tabla I1.2 para cada modificacién y cada
pH corresponde a la relacién entre los valores de semivida del derivado multipuntual
frente al unipuntual. Estos valores dan una idea de la rigidificacién que supone las
inmovilizaciones sobre soportes muy activados de la enzima segin su grado de
modificacién quimica, por ello se ha elegido como indicador de la estabilizacion.

En conjunto, independientemente de la modificacion quimica que haya sufrido
la enzima, es en medios basicos (pH 90) en los que se observa una mayor
termoestabilizacién consecuencia de la unién covalente a un soporte muy activado:
resultando unas estabilizaciones de entre 6 y 360 veces con respecto a los derivados-
control (unipuntuales), frente a 5-50 veces la relacién de semividas cuando la incubacién
tiene lugar a pH neutro (pH 7,2) y 2,6-10 veces si el medio tiene pH 4,5.
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Analizando la influencia del grado de modificacién quimica con EDA de la enzima
que se ha inmovilizado: la modificacién quimica-5.3 parece ser la mas suave, pues sus
derivados muestran la menor diferencia entre las estabilidades de los derivados
supuestamente multipuntual y unipuntual en relacién a las otras dos modificaciones
quimicas, independientemente del medio en el que se incube. Por el contrario, la
modificacién-5.2, parece dar lugar a una densidad de grupos amino reactivos sobre la
superficie de la molécula tal, que permite una unién covalente al soporte mas intensa
capaz de proteger la estructura espacial del centro activo contra distorsiones provocadas
por el medio en el que se encuentre. La modificacion-6.2 muestra una estabilizacion algo
superior a ]a de la modificacion-5.3 en medios 4cidos o neutros; sin embargo a pH 9,0
se comporta como el derivado mas estable (360 veces mas estable que su control}
superando incluso la estabilizacién del derivado multipuntual-5.2 (240 veces més estable

que su control).

3.3. EFECTO GLOBAL: MODIFICACION QUIMICA CON EDA + INMOVILIZACION
COVALENTE MULTIPUNTUAL

Este estudio pretende analizar el efecto de la inmovilizacién multipuntual de la
enzima modificada, ya no con respecto a la enzima modificada en solucién (o
insolubilizada a soporte de baja activacién) sino con respecto a la enzima nativa (sin

modificar). Es decir analizar el efecto global de la modificacién quimica con EDA y de
la inmovilizacién covalente multipuntual de esta enzima modificada.

En la figura II.7 se muestran las estabilidades de todos los derivados
multipuntuales de la enzima aminada comparados con el derivado multipuntual de la
enzima nativa, indicando para cada derivado la actividad remanente. En la preparacion
de todos ellos se ha ofrecido e inmovilizado la misma cantidad de $-galactosidasa.

Segiin se puede ver en la figura I1.7 las estabilidades de los diferentes derivados
enziméaticos preparados con enzima modificada con EDA en ningin caso son menores
a la mantenida por el derivado de la enzima nativa: a pH 4,5 el derivado 5.2 es el que
muestra mayor estabilizacidn, siendo el derivade-5.3 el menos termoestable, a pH 7,2 {as
estabilidades de los derivados aminados apenas sufren variacidn con respecto a la enzima
nativa, y, por dltimo a pH 9,0 es la modificacién-6.2 la que ha permitido mayor
estabilizacién por inmovilizacién y vuelve a ser menos estable el derivado-5.3.
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Figura IL.7. Efecto del grado de modificacion quimica con EDA previa a la inmovilizacién de g-

galactosidasa de A.oryzae sobre la estabilidad térmica de sus derivados a diferentes pH. (A) Incubacion en
tampdn acetato 20 mM en pH 4,5 a 50°C; (B) Incubacién en tampdn fosfato 20 mM en pH 7,2 a 50°C
y (C) Incubacién en tampdn bicarbonato 20 mM en pH 9,0 a 25°C. Derivados sobre gel glioxil-agarosa de:

la enzima nativa (m), de la enzima medificada-5.3 (X), de la enzima modificada-6.2 (M) y de la enzima
modificada-5.2 ().
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A pH 4,5 (figura I1.7A) la decisién de cial es el derivado méas apropiado el 6.2
o el 5.2 es dificil, pues el derivado-5.2, siendo el mas estable, es inicialmente el que ha
sufrido mayores pérdidas de actividad enzimatica: conserva €l 13% de la actividad que
deberia tener la enzima nativa. A pH 7,2 (figura I1.7B), aunque la estabilizacion por
multiinteraccién con respecto al derivado sobre gel glioxil-agarosa-5 es grande, sin
embargo globalmente ninguna de las tres modificaciones logra una estabilizacién
importante frente al derivado multipuntual control (nativa-glioxil-agarosa-75). Por iltimo
en un medio de pH 9,0 (figura I1.7C) la estabilizacion relativa global del derivado
multipuntual-6.2 es la mayor, al igual que su actividad enzimatica remanente (28%), por
lo que seria el dptimo para trabajar a dicho pH.

En resumen, con la inmovilizacién multipuntual se ha logrado compensar no sélo
la inestabilizacién que se habia producido con la modificacién quimica, sino también
mejorar con respecto a la enzima soluble nativa, e incluso frente al derivado de la
enzima nativa optimizado: glioxil-agarosa-75.

Estos experimentos confirman que el aumento de la densidad de grupos reactivos
sobre la superficie de la enzima ha permitido la formacién de mayor nimero de enlaces
con el soporte, lo cual se refleja en una ganancia de termoestabilidad global, pues esta
unién covalente multipuntual con la enzima modificada es capaz de compensar la
desestabilizacién provocada por dicha modificacion. No obstante, no se ha de olvidar el
importante coste en actividad enzimatica de todo el proceso debido a la modificacion
quimica de los grupos carboxilo de la enzima.

4. ENTRECRUZAMIENTOS INTRAMOLECULARES

Con el proposito de introducir mejoras en cuanto a estabilizacién de los derivados
preparados de $-galactosidasa de A.oryzae, se ha desarrollado una segunda estrategia
que consiste en la utilizacién de las cadenas glicosidicas propias de la glicoenzima como
agente entrecruzante intrinseco. El proceso de entrecruzamiento consta de dos etapas
(figura I1.8): '

- La primera etapa consiste en la activacion de las cadenas de hidratos de
carbono a través de una oxidacién con NalO,, dando lugar a dos grupos
aldehido por monémero, y en conjunto, a cadenas polifuncionales reactivas
("cadenas polialdehidicas").
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- La segunda etapa supone la incubacion de Jos derivados en condiciones
adecuadas con el fin de favorecer la reaccion de estos numerosos grupos

aldehido con los residuos amino superficiales de la parte proteica.

1°pH 7,0/ TMAB

-
2° pH 10,0/ NaBH,

Figura 1.8. Esquema de la reaccién de entrecruzamiento intramolecular propuesto como estrategia de

inmovilizacién de glicoenzimas.

El estudio se ha realizado sobre el derivado multipuntual de la enzima nativa y
sobre los derivados preparados con B-galactosidasa modificada 5.2 y 6.2 por haber
permitido una multiinteraccion con el soporte suficiente para lograr estabilizacion.

4.1. ACTIVACION DE LAS CADENAS GLICOSIDICAS DE LA ENZIMA POR
MODIFICACION QUIMICA CON NalO,:

La modificacién quimica con NalO, de los derivados de la enzima nativa y de la
misma modificada 5.2 y 6.2 no ha afectado a sus respectivas_actividades enziméticas.
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A la hora de estudiar el efecto que, sobre la estabilidad térmica a los diferentes
pHs, ejerce la oxidacién maxima de la fraccion glicosidica, y debido a la gran reactividad
de los grupos aldehido resultantes, se incuban derivados oxidados pero bloqueados
rapidamente por reduccidon con NaBH, para evitar su reaccién durante la desactivacién
térmica. Estos derivados seran considerados como derivados-control. Analizando el
comportamiento de estos derivados frente al derivado original se ha observado que el
tratamiento con NalO, de las cadenas de azicares de 1a enzima nativa inmovilizada no
afecta a la estabilidad del derivado a ninguno de los pHs ensayados (pH 4,5, pH 7,0 y
pH 8.8} (Tabla II.3).

Derivado de Bfgalactosidasa ﬁ_ﬁi——,_S— pH%r__,iZ_ ﬁ:
nativa glio:;il-agarosa-75 o 9 - | 18 24
ghioxil-agarosa-75-OX/RED 94 20 21
52 glioxil-agarosa-75 480 20 120
glioxil-agarosa-75-OX/RED 97 21 40
6.2 glioxil-agarosa-75 360 19 360
glioxil-agarosa-75-OX/RED | 206 20 160

Tabla II.3. Valores de las semividas (horas) de la incubacién a diferentes pHs de suspensiones de
derivados de £-galactosidasa de 4. oryzae nativa y modificada con EDA en diferente grado (5.2 y 6.2)
preparados por mmovilizacién sobre soporte glioxil-agarosa-75 y del mismo derivado oxidado con
peryodato y reducido,

Con respecto a los derivados de la enzima modificada con EDA, por incubacién
en medios neutros no parece que la modificacién de las cadenas glicosidicas afecte a su
estabilidad, sin embargo es importante la desestabilizacién que muestran cuando el
estudio se realiza en medios a pH 4,5 y pH 8,8: El derivado 5.2 acorta su semivida de
480 a 97 horas a pH 4,4 y de 120 a 35 horas a pH 8,8; el derivado-6.2 muestra el 50%
de actividad en 206 horas a pH acido y en 160 horas a pH basico cuando antes de sufrir
la modificacién quimica sus valores de semivida eran ~360 horas en ambos casos. Estos
resultados se recogen en la tabla II.3.
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4.2, ENTRECRUZAMIENTO INTRAMOLECULAR ENTRE LAS CADENAS
GLICOSIDICAS OXIDADAS Y LOS RADICALES AMINO DE LA FRACCION
PROTEICA DE LA GLICOPROTEINA INMOVILIZADA

La estrategia descrita en Métodos para la reaccion de las cadenas polialdehidicas
con los grupos amino de la fraccién proteica se basa en la capacidad reductora de los
complejos de aminoborano (TMAB o DMAB) en reacciones de metilacién de grupos
amino proteicos (33, 36).

El objetivo del entrecruzamiento es conseguir que los "brazos" polirreactivos
puedan acoplarse y acceder a zonas de la cadena polipeptidica alejadas de ellos y, de este
modo, "envolver” la molécula de enzima. Se ha considerado que el proceso se veria
favorecido si la reaccién no es demasiado rapida y las cadenas tienen tiempo para
adaptarse al medio. Asi, se ha elegido el compuesto trimetilado (trimetil-amino-borano
o TMAB) por presentar mayor estabilidad que el complejo dimetilado, aunque su
reactividad inicial es menor. Para el entrecruzamiento se ha elegido un medio de
reaccién de pH 7,0 pues en medio neutros Jos grupos reactivos obtenidos en las cadenas
glicosiladas son estables y la capacidad reductora del TMAB éptima. La concentracién
utilizada de gente reductor es la maxima permitida por su solubilidad. Para asegurar la
irreversibilidad de los enlaces formados que no se hubieran reducido durante la
incubacion, transcurrida dicho proceso se procede al tratamiento con NaBH,.

* ¥k %

Una vez activado el derivado por oxidacién con NalO, y elegidas las condiciones
en las que se favorecer la reaccion entre las cadenas polialdehidicas y los grupos amino
superficiales de la enzima, se procede al seguimiento del proceso de entrecruzamiento
sobre el derivado preparado con la enzima nativa con el fin de estudiar la influencia del
grado de oxidacion sobre la actividad enzimatica residual segiin transcurre la incubacion.
Después de 144 horas de incubacidn el derivado que fue oxidado totalmente es el vinico
que manifiesta disininucién de su actividad enzimética, conservando el 76% de la inicial.

Las oxidaciones parciales no suponen pérdida de actividad alguna. Tampoco el derivado-
control que no habia sido oxidado mostré caida de actividad. Ni el derivado 8-GAL-5.2-
glioxil-agarosa-75, ni el derivado B-GAL-6.2-glioxil-agarosa-75, oxidados al 100%
mostraron alteracién de la actividad enzimatica en la posterior incubacién para su
entrecruzamiento intramolecular.
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Considerado que la caida de actividad del derivado de la enzima nativa oxidado
e incubado durante 144 horas podria ser el reflejo de que hubiera tenido lugar alguna
modificacidn quimica de la molécula, que efecte a su estructura activa, se ensayaron las
estabilidades térmicas de los derivados incubados y reducidos.
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Figura IL9. Efecto del entrecruzamiento sobre la estabilidad enzimitica del derivado de B-galactosidasa
nativa de A.oryzae preparados por inmovilizacién sobre gel glioxil-agarosa-75: (=) derivado oxidado y

reducido {control), () derivado oxidado e incubado con TMAB a pH 7.0. Incubacién en tampén fosfato
20 mM de pH 7.0 a 50°C.

En el caso del derivado de la enzima nativa se observa una ligera estabilizacion
térmica solamente en medios neutros (Figura I1.9) que llega a duplicar el valor de la
semivida del derivado-control. Este derivado-control no es més que el mismo derivado
oxidado que se ha reducido para inactivar la cadena polirreactiva e idéntico en
estabilidad al derivado sin modificar con NalO, (derivado 8-gal-NATIV A-glioxil-agarosa-
75). Los derivados preparados con enzima aminada previamente si muestran
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termoestabilizacion en los tres medios ensayados y siempre en relaciébn a sus
correspondientes derivados-control (los mismos derivados enziméticos oxidados y
reducidos inmediatamente para evitar entrecruzamiento) como se muestra en la tabla
I1.4.

Derivado de B-galactosidasa -];_H=4,5 pH 7,2 | pH 9,0

nativa glioxil-agarosa-75-OX/RED 94 20 21

glioxil-agarosa-75- 97 36 23
ENTRECRUZADO

Estabilizacién * ~1 ~2 ~1

5.2 glioxil-agarosa-75-OX/RED 97 21 40

glioxil-agarosa-75- 470 205 108
ENTRECRUZADO

Estabilizacién * ~5 ~10 ~3

6.2 glioxil-agarosa-75-OX/RED 206 20 160

glioxil-agarosa-75- 340 190 335
ENTRECRUZADO

Estabilizacion * =2 ] -0 ~2

*Cociente entre el valor de semivida para el derivado glioxil-agarosa-75 enfrecruzado y para el derivado glioxil-
agarosa-75 oxidado y reducido. Indicador de la estabilizacién conseguida por la inmovilizacién multipuntual
Jrente a la inmovilizacidn "unipuntual,

Tabla I14. Efecto del entrecruzamiento intramolecular sobre las semividas (horas) de los derivados de -
galactosidasa de A. oryzae nativa o modificada con EDA (5.2 y 6.2) preparados por inmovilizacién sobre
soporte glioxil-agarosa-75 en relacién a los respectivos derivados-control (oxidados y reducidos).

Condiciones experimentales en Métodos.

De los resultados expuestos en la tabla I1.4 parece ser que el entrecruzamiento
ha provocado ganancias de estabilidad sobre los derivados preparados con enzima
aminadada 5.2 y 6.2, que se reflejan el los mayores valores de semivida a los tres pHs
estudiados.
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Analizando globalmente el proceso desde la oxidacion hasta el entrecruzamiento,
parece que esta segunda etapa consigue aumentos de la estabilidad de los derivados. Sin
embargo sblo a pH 7,0 supone estabilizaci6n en-relacion a los derivado sin oxidar pues
en este medio la oxidacién no provocé desestabilizacidn alguna. No ocurre lo mismo en
el caso de las incubaciones realizadas a pHs é&cido y basico en los cuales el
entrecruzamiento so6lo permite compensar la disminucion de los valores de semividas

provocados por la oxidacién, sin lograr estabilizacién adicional.

A la vista de los resultados de actividad y estabilidad de los diferentes derivados
obtenidos de ambos procesos, se puede decir que la utilizacion de las cadenas glicosidicas
de la glicoenzima f-galactosidasa de A. oryzae como entrecruzante endégeno ha
permitido ]a estabilizacién térmica de los derivados cuando éstos hayan de ser utilizados
en medios neutros de reacciéon. El derivado de la enzima nativa ha duplicado su
estabilidad a costa de una pérdida de actividad enzimatica del 24%. Cuando la estrategia
se aplica sobre los derivados multipuntuales preparados con la enzima enriquecida en
grupos amino, la estabilizacion llega a ser de 600 veces para la modificacién quimica 5.2
y de 100 veces cuando la enzima se habia modificado 6.2 y el proceso no afecta a sus
actividades residuales.

5. DISCUSION GLOBAL

Las modificaciones quimicas de esta glicoproteina, alteran su estado de ionizacién
y por tanto afectan a la estabilidad de su estructura espacial segiin la acidez o basicidad
del medio en el que se encuentre. En particular, se ha conseguido aumentar la
estabilidad térmica a pH 4cido (4,5) y basico (9,0) por inmovilizacién multipuntual sobre
gel glioxil-agarosa de la enzima, previamente enriquecida en grupos amino (figura 11.10).

Aunque las estabilizaciones logradas con las modificaciones quimicas 5.2 0 6.2 son
muy cercanas, parece que a pH 4,5 la modificacidn 5.2 conduce a una estabilizacién algo
mayor: de 10 veces frente a 5 para la modificacién 6.2. Por el contrario a pH 9,0 el
derivado 6.2 el que consigue mayor estabilizacién 360 veces frente a 240 para la

modificacion 5.2.
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Figura IL10. A. Inactivaciones térmicas realizadas por incubacién en tampén acetato de pH 4,5 a 50°C de
los derivados de B-galactosidasa: 5.2-glioxil-agarosa-75 (®); nativa-glioxil-agarosa 75 (m); y 5.2-glioxil-
agarosa-5 (H). B. Inactivaciones térmicas realizadas por incubacién en tampén bicarbonato de pH 9,0 a

25°C de los derivados de B-galactosidasa: 6.2-glioxil-agarosa-75 (®); nativa-glioxil-agarosa 75 (m); y 6.2-
glioxil-agarosa-5 ().
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Cuando la enzima inmovilizada deba usarse en medios neutros, sera necesaria una
reaccion adicional de entrecruzamiento intramolecular, utilizando los oligosacaridos
enddgenos oxidados como agente entrecruzante polifuncional.

A pH 7,0 la termoestabilizacién por unién multipuntual de la enzima aminada es
menor que la lograda en inactivaciones a pH acido o basico, segiin se recoge en el
correspondiente apartado. Sin embargo el que la activacion de los azicares por oxidacién
no afecte a su termoestabilidad en este medio, hace que el posterior entrecruzamiento
sea sea globalmente positivo obteniéndose un derivado 600 veces més estable que la
enzima soluble modificada con EDA (Figura I1.11).
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Figura IL.11. Efecto de los diferentes procesos (modificaciones quimicas e inmovilizacién) realizados sobre
la B-galactosidasa de A.oryzae sobre la estabilidad a pH 7,0 y 50°C. Se indica las diferentes etapas:
(1)modificacién quimica con EDA 5.2 de la enzima soluble), (2)inmovilizacién multipuntual sobre soporte
glioxil-agarosa-75, (3)oxidacion y (4)entrecruzamiento intramolecular.
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En resumen, se han preparado derivados inmovilizados covalentemente de 8-
galactosidasa de 4.oryzae con una estabilizacién de 400 y 600 veces respecto a la misma
enzima soluble. Para ello se han desarrollado dos estrategias fisico-quimicas que han
permitido la rigidificacion de la estructura 3D de la enzima. La primera de estas
estrategias han sido el enriquecimiento de 1a superficie de la enzima en grupos reactivos
con el fin de que la inmovilizacién covalente al soporte tenga lugar a través de mayor
nimero de puntos; de este modo se pretendié compensar el impedimento estérico que
supone la presencia de las cadenas glicosidicas a la inmovilizacién multipuntual de la
enzima. La segunda estrategia se ha desarrollado sobre los derivados inmovilizados
obtenidos y consistio en la utilizacion de las cadenas glicosidicas como agentes
entrecruzantes intrinsecos.

Estos procesos de estabilizacion se encuentran asociados a modificaciones
quimicas: la reaccién de los grupos carboxilo superficiales de la enzima con EDA y la
oxidacién de las cadenas de carbohidratos con NalO,. Ello ha supuesto la modificacién
de la carga electrica superficial de la molécula y provablemente habra alterado su
comportamiento y el tipo de interaccién con ¢l medio, pudiendo ser este el motivo de
los diferentes valores de estabilizacion alcanzados en los diferentes medio estudiados: pH
4,5,7.0y 9,0.
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Inmovilizacion-estabilizacién de enzimas
oligoméricas: Inmovilizacion-estabilizacion de las
B-galactosidasas de Kluyveromyces lactis y de
Escherichia coli para la hidrélisis de lactosa.
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INTRODUCCION

El abordaje de la inmovilizacion y de la estabilizacién de enzimas para posibilitar
su implantacién como catalizadores en reacciones a gran escala se hace méas complejo
al complicarse su estructura molecular. De la complejidad estructural, se derivan nuevos
mecanismos de inactivacion, siendo necesaria la adaptacién de las metodologias para
lograr el mantenimiento de su actividad enzimética.

Muchas de las enzimas que, debido a sus propiedades cataliticas, poseen interés
como catalizadores de posible uso a nivel industrial son oligoméricas, es decir estin
formadas por dos o méas cadenas o subunidades polipeptidicas, o necesitan para su
actividad de la presencia de uno o mas componentes no proteicos o cofactores. La
relacién estructura-actividad de las enzimas oligoméricas no han sido ampliamente
estudiada. Aunque han aparecido publicaciones en las que las subunidades libres
muestran actividad enzimitica (68), en general se cree que el mantenimiento de Ia
estructura cuaternaria es, cuanto menos, muy importante para su funcién bioldgica. Ast
pues, para la mayoria de las enzimas oligoméricas, las subunidades aisladas son inactivas
aunque conserven intacta su estructura terciaria (69, 70}, debido a que es la constitucién
del centro activo se ven involucrados residuos de varias subunidades del mismo

oligémero (71).

A las causas de inactivaciéon generales para toda enzima como son las
interacciones intermoleculares (agregacién o autolisis) o procesos intramoleculares
desencadenados por diferentes agentes o condiciones del medio que actfian favoreciendo
la desnaturalizacién o desplegamiento de la estructura tridimensional caracteristica de
la cadena polipeptidica, determinante de su actividad, habra que afiadir fenémenos de
disociaciéon que surgen debido a la naturaleza no covalente de las interacciones entre
subunidades o entre la fraccion proteica y los cofactores.

En la figura IIL.1 se recoge a modo de esquema el complejo sistema que regularia
la estabilizaci6én y por lo tanto la funcionalidad de una enzima dimérica que, ademas
necesite la presencia de un determinado ion para su actividad éptima.
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Figura ITI.1 Mecanismo de inactivacién de enzimas poliméricas que ademds presentan un catién (cofactor)

CAPITULO I

2
®

!
<=2

v
S

DISOCIACION
SUBUNIDADES

52
58

DISOCIACION
COFACTOR

que inteviene en el proceso catalitico.
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El que predomine uno u otro de los diferentes mecanismos implicados dependera
tanto de la enzima en si (de las diferentes interacciones intramoleculares que en ella se
reunen para mantener su configuracién), como de Jas condiciones del medio.

La utilizacion de enzimas inmovilizadas a nivel industrial implica una gran
dilucién del catalizador, tanto por la participacidn de un mismo derivado enzimatico en
varios ciclos de reaccion, como por su uso en reactores con sistemas de flujo continuo
de substrato. Esto quiere decir que los fenémenos de disociacién adquirirdn especial
importancia. Si ademés esta reaccion tiene lugar en condiciones experimentales
moderadamente drasticas, los posibles cambios conformacionales de los protémeros
disociados, acelerarian la disociacion de subunidades, aumentando la velocidad de
inactivacion del derivado enzimético. Por otro lado, la disociacién de la molécula
significaria la pérdida de la fraccién disociada en el eluido del reactor, lo cual
contaminarfa la solucién producto de la reaccién (72,73).

La liberacion de subunidades supondria importantes limitaciones a la utilizacién
de enzimas de cualquier microorganismo en tecnologia alimentaria. Sin embargo y
debido a que la estabilizacién de la estructura cuaternaria es suficiente para garantizar
la "limpieza" del proceso enzimatico pues ninguna subunidad se liberaria en el alimento,
seria posible el uso de enzimas procedentes de todo tipo de microorganismos, incluso de
los incluidos entre los denominados "GRAS" (generalmente aceptados como seguros).

Por otro lado, la estabilizacién de la estructura cuaternaria podria traducirse, en
muchos casos, en un espectacular aumento de la estabilidad térmica de los derivados
enzimaticos en procesos en los que el paso clave de la inactivacién fuera la disociacién
de subunidades.

Las técnicas biofisico-quimicas de modificacién de enzimas oligoméricas nativas
correctamente plegadas y ensambladas podrian ser las estrategias de eleccidn a la hora
de mantener las estructuras terciaria y cuaternaria activas en los casos en los que el
disefio de estrategias de ingenieria genética para unir quimicamente y de en modo
correcto enzimas industriales parece bastante complicado por incluir el plegamiento de
cada subunidad y el posterior ensamblaje de las mismas. Es interesante la integracion de
los diferentes procedimientos factibles en el proceso de inmovilizacion, tanto por lo que
supone la obtencidn de biocatalizadores heterogéneos de enzimas con utilidad industrial,
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como por permitir el desarrollo de nuevas estrategias de estabilizacién sobre los
derivados insolubilizados.

Hasta ahora, la estabilizacién de enzimas oligoméricas se ha abordado
fundamentalmente a través de la utilizaciéon de agentes polifuncionales para lograr
entrecruzamientos intramoleculares capaces de estabilizar la estructura cuaternaria o, por
lo menos, de reducir los fenémenos de disociacién (33, 74-76). Por otro lado la
aplicacién de estrategias de inmovilizacion de enzimas oligoméricas ha estado orientada
a llevar a cabo estudios de la actividad catalitica de las subunidades (68) para la
comparacion de sus propiedades enzimaticas con las del oligdmero correspondiente, o
con el fin de investigar los efectos de determinados ligandos sobre una enzima alostérica
y sobre uno solo de sus protémeros unido covalentemente a una matriz insoluble (74),
pero no hacia la estabilizacién de su estructura cuaternaria.

1. PROPUESTAS PARA LA ESTABILIZACION DE ENZIMAS OLIGOMERICAS

Dos son las propuestas para el tratamiento de estas enzimas en las que toma gran
importancia los procesos de disociacion:

- Inmovilizacién covalente multi-subunidades (Figura III.2).

Utilizando sélidos porosos que presenten una morfologia interna de
superficies amplias y altamente activadas con grupos reactivos, se posibilita que
en el proceso de inmovilizacién de proteinas oligoméricas se vean involucradas
varias o todas sus subunidades, de forma que sea el mismo soporte rigido el que
actie como entrecruzante (78). Ello permite no sdélo que los protémeros no
puedan disociarse, sino que, aunque tendieran a hacerlo por efecto del pH o de
la temperatura, mantengan una disposicién favorable para el re-ensamblaje, lo
cual no ocurre en ¢l caso de un entrecruzamiento simple con reactivo bifuncional
o con un polimero flexible. Evidentemente, sélidos que no presenten grandes
superficies internas o que tengan un grado de activacién bajo serdm menos
adecuados para desarrollar este tipo de estrategias, por no favorecer la interaccién
multipuntual enzima-soporte.
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DISOCIACION |

Figura ITL.2. Inmovilizacién covalente multisubunidades como estrategia de estabilizacién de la estructura

cuaternaria de enzimas oligoméricas.

Disponiendo, ademas de diferentes tipos de activacion para los soportes
que condicionaran la inmovilizacién de las moléculas a través de diferentes
residuos y, probablemente, a través de diferentes areas de su superficie, se podra
evaluar caal es la que confiere a las moléculas la orientacién mas adecuada para
que se produzca la inmovilizacién multi-subunidades. En este caso, el problema
de la distancia entre residuos entrecruzables es minimo cuando se pueden
preparar soportes con més de 50-100 residuos activos por molécula de proteina
y por lo tanto no sera tan dificil que residuos de varias subunidades intervengan
en el proceso de inmovilizacidn, siempre que su orientacién sea la adecuada.
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Por todo ello, esta parece la estrategia mas facil de desarrollar siempre que
se utilicen los soportes, los métodos de activacion, los grados de activacion y los
procesos de inmovilizacién apropiados.

ii.- Entrecruzamiento de subunidades con reactivos polifuncionales (Figura
IIL.3 )

La estabilizaci6n de la estructura cuaternaria de proteinas oligoméricas por
inmovilizacién covalente a un soporte sélido a través de la unién simultanea de
todas sus subunidades, puede dificultarse al aumentar la complejidad de la
enzima, lo mismo que ocurre con la inmovilizacién multipuntual de enzimas
monoméricas. Sin embargo, el disponer de derivados de la enzima ya
insolubilizada permite desarrollar sobre ellos estrategias adicionales que permitan
culminar la estabilizacién de la estructura cuaternaria. Por ello se propone el
disefio de un primer proceso de inmovilizacién involucrando el mayor niimero de
subunidades, seguido de un entrecruzamiento quimico posterior utilizando
macromoléculsr polifuncionales.

El disefio de procesos de entrecruzamiento con reactivos bifuncionales
como dialdehidos o bis-epdxidos (79-81) es muy dificil ya que, por un lado, un
exceso de reactivo bifuncional debe producir una modificacién global de todos los
residuos de la proteina, y por otro lado, ha de elegirse el reactivo del tamafio
adecuado para que sea capaz de reaccionar con dos residuos localizados en
diferentes subunidades. La utilizacién de macromoléculas flexibles polifuncionales
parece una técnica més adecuada ya que cada macromolécula que se una a un
residuo de la proteina deja cubierta una zona vecina relativamente grande a la
cual no podrin acceder otras macromoléculas y con la cual se encontraran
favorecidas nuevas interacciones de la misma cadena polifuncional. Por otro lado,
la distancia a la que se encuentren los grupos a entrecruzar (en diferentes
subunidades) ya no va a ser critica para esta molécula larga, flexible y
polifuncionalizada (76-82).
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Figura I1L.3. Entrecruzamientos con agentes polifunionales de cadena larga como estrategia adicional para

la estabilizacién de la estructura cuaternaria de enzimas oligoméricas.

La modificacién quimica de proteinas en fase sélida presenta grandes
ventajas con respecto a modificaciones similares de enzimas solubles. En primer
lugar, la fijacién de las moléculas de enzima sobre el soporte a una distancia
relativamente grande impide cualquier proceso de entrecruzamiento
intermolecular y hace que la reaccién de proteinas con reactivos polifuncionales
produzca tnica y exclusivamente entrecruzamientos dentro de la misma molécula.
Por el contrario, trabajando con enzimas solubles los procesos intermoleculares
entre moléculas solubles, muy reactivas y con todos sus grados de libertad
(rotacionales, vibracionales y translacionales) podrian ser, incluso, mucho mas
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rapidos que los entrecruzamientos intramoleculares entre dos residuos fijos sobre
la superficie de la proteina que, en principio no estan alineados con los grupos
reactivos de los agentes entrecruzantes.

Desde un punto de vista mas practico, 1a modificacién de proteinas en fase

sblida permite a la vez el disefio mucho mas sencillo de los experimentos pues:

- se facilita el control de la modificacién, ya que el agente entrecruzante
que no ha reaccionado se encuentra en la disolucién y se puede analizar sin
interferencias de la proteina o del reactivo que ya ha reaccionado con ésta,

- el final de la reaccién se consigue por simple filtado del derivado,
separandose de este modo todo el reactivo de la proteina insolubilizada y

modificada,

- se pueden utilizar condiciones de reaccién donde la proteina soluble
podria agregar, maxime trabajando a las concentraciones altas (20-40 mg/ml) que
se pueden conseguir con derivados inmovilizados,

- se pueden disefiar facilmente complejas modificaciones quimicas con
cambio de pH, eliminacién de reactivos solubles, etc.

Todas estas ventajas para trabajar a nivel de laboratorio, facilitarian
enormentente el escalado de estas modificaciones, optimizadas a pequeia escala,
hasta un nivel industrial.

2. ESTABILIZACION DE ENZIMAS OLIGOMERICAS DEPENDIENTES DE
CATIONES DIVALENTES

En muchos casos, la actividad y la estabilidad de enzimas oligoméricas estan
fuertemente afectadas por la presencia de cationes divalentes como Mg**, Ca**, Mn**,
etc. Estos cationes pueden encontrarse en la interseccién entre dos subunidades
formando puentes salinos entre grupos é4cidos de la proteina muy préximos
pertenecientes a subunidades diferentes. En ausencia de estos iones, los grupos carboxilo
vecinos tenderan a repelerse provocando la disociacién de las subunidades o, si ésta no
fuera posible, ensamblajes incorrectos, lo cual daria lugar a la inactivacion de la enzima
ain sin disociar. Por otro lado, estas enzimas, al mismo tiempo que necesitan la
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presencia de ciertos cationes para mantenerse activas y estables, suelen ser muy sensibles
a la presencia de otros cationes divalentes que podrian reemplazar a los primeros
produciéndose asociaciones incorrectas entre los protoémeros. Asi pues, la estabilizacion
de la estructura cuaternaria de este tipo de enzimas multiméricas puede ser un paso
necesario, pero no suficiente para conseguir un gran aumento en su estabilidad.

De todos modos, la estabilizacion de estas estructuras multiméricas y, cuando sea
posible, la estabilizacién adicional de cada uno de sus protémeros podria dar lugar a
importantes estabilizaciones y a minimizar la dependencia de los diferentes cationes,
tanto de los que son necesarios para la enzima nativa, como de los que provocan
inactivaciones. En el caso de enzimas que deban de actiiar sobre fluidos lacteos, como
es el caso de las B-galactosidasas que en el presente trabajo servirin de modelo para la
aplicacién de las estrategias propuestas, este tipo de procesos deben ser importantes
debido a la amplia variedad de cationes presentes en estos sistemas de composicién
compleja.

3. DOS ENZIMAS OLIGOMERICAS DE INTERES INDUSTRIAL

Las B-galactosidasas de Escherichia coli y de Kluyveromyces lactis son dos enzimas
de enorme interés industrial como catalizadores para la hidrélisis de lactosa en fluidos
lacteos. La actividad Optima de estas dos 3-galactosidasas se desarrolla a pH entorno a
7,0, lo cual permite su utilizacién en hidrélisis de lactosa en leche (pH 6,6) y en suero
dulce (pH 6,1). Sin embargo su aplicacién industrial se encuentra limitada a la obtencion
de derivados enzimaticos que permitan buenos rendimientos del proceso, la facil
separacion del catalizador, la suficiente estabilidad de la enzima durante largos periodos
de utilizacion, soportando temperaturas altas y grandes diluciones.

La enzima de K. lactis se utiliza actualmente como aditivo soluble. Al ser esta
levadura un microorganismo GRAS no existen grandes inconvenientes para catalizar en
un fnico ciclo de reaccién la hidrélisis de lactosa. Sin embargo, la estructura dimérica
de esta enzima y la importante dependencia de su estabilidad de la presencia de cationes
Mg?* y Mn**, asi como su inactivacién por Na* hacen muy complicada la posibilidad de

reutilizacion durante varios ciclos de reaccion de la enzima inmovilizada.

El caso de la enzima de E. coli es mas complejo. El microorganismo de origen no
esta incluido entre los GRAS, y por ello el uso de esta enzima a nivel alimentario no esta
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permitido.

La estabilizacién de la estructura cuaternaria de estas enzimas supondria un
importante paso para lograr aumentar las posibilidades de uso industrial de estas enzimas
y en general de cnalquier otra enzima oligomérica de interés. Para ello se ha de impedir
la liberaccion de subunidades al medio de reaccién, se ha de reducir la dependencia
estabilizante y/o inactivante de los cationes divalentes presentes en el medio, y, por
altimo, se ha de aumentar la estabilidad térmica de estas enzimas y la estabilidad de los
derivados durante el uso continuado en suspensiones muy diluidas durante muchos ciclos

de reaccion.

3.1. B-GALACTOSIDASA DE Kluyveromyces lactis

La lactasa (EC 3.2.1.23) de Kluyveromyces (Saccharomyces) lactis es un dimero
cuyas subunidades idénticas poseen un peso molecular algo mayor de 100.000 D. y se
encuentra glicosilada en un 45% (p/p) (83).

La enzima tiene una actividad 6ptima a 35-40°Cy pH 7,2 6 6,5, respectivamente,
seglin actiie sobre el substrato sintético {(oNPG) o sobre lactosa; por enzima de esta
temperatura pierde rapidamente su actividad, dependiendo de la presencia de
estabilizantes, de la concentracién y de determinados iones. El catién divalente Mn** y
en menor proporcién el Mg?* protegen a la enzima de la inactivacién térmica a 45°Cy
pH 6,6, siendo su estabilidad alta por debajo de 20°C incluso en ausencia de tales iones.
La presencia de Ca®*, Zn** y Cu** provocan una fuerte desactivacién, pudiendo
recuperarse parcialmente la actividad por eliminacion del ion del medio. Su estabilidad
también depende de la concentracién de K* (84).

En cuanto al extracto enzimatico comercial, Maxilact LX-5000, de Gist-Brocades
(Holanda), contiene 564,5 g/l de glicerina como agente estabilizante. Es relativamente
estable en presencia de iones K™ y por debajo de los 40°C. Muestra una clara
dependencia de la estabilidad con la concentracién de enzima en el medio (73).

La adicién de Mg** a la mezcla de reaccion consigue estimulacién de la actividad
enzimatica, siendo 2 mM la concentracién que permite la actividad maxima en relacion
a oNPG (83).
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Los valores de V. de 77,6 y 123,7 umoles de producto por min y por mg de 8-
galactosidasa para oNPG vy lactosa, respectivamente y de K, de 1,7 y 17,3 mM,
respectivamente (85). Los productos finales de la reaccién enzimatica (glucosa y
galactosa) muestran diferente poder de inhibicion sobre la enzima, siendo menor el de
glucosa (Kgt: 42 mM) que el de galactosa (Kg2: 794 mM) (85).

3.2. B-GALACTOSIDASA DE Escherichia coli

Los estudios sobre la regulacién de la produccién de la B-galactosidasa (EC
3.2.1.23) de Escherichia coli llevaron a Jacob y Monod a proponer el primer modelo del
operon para la regulacion de la sintesis de proteinas (86) que todavia hoy es una de la
mas usadas en Biologia Molecular. Sin embargo, su interés para el presente trabajo se
basa en su actividad B-galactosidasa y en su potencial utilizacion como catalizador de la
hidrdlisis de lactosa en la industria lactea.

La determinacién reciente de su estructura por rayos-X ha confirmado muchas
de la caracteristicas propuestas hasta entonces por diferentes autores (87). Se trata de
un tetrimero cuyos mondmeros idénticos (116.248 D) (88) se disponen en un plano y
entre los cuales tienen lugar dos tipos de interacciones monémero-mondmero (89)
(Figura IIL.4). Cada subunidad se compone de una inica cadena polipeptidica de 1,023
aminoacidos (87) que plegada da lugar a 5 dominios ademas de un segmento mas
extendido en el extremo N-terminal. Cada molécula posee dos sitios activos involucrando
cada uno a un par de monémeros y en los cuales se dispone un Mg?* por monémero.

Cada monémero posee 20 residuos de Lys, lo cual supone un nimero bajo para
ser una cadena tan larga. De estas Lys, 5 se encuentran en la primera mitad de la cadena
y 11 entre los residuos 515 y 772, la dltima es la que posee el carboxilo terminal, lo cual
ha llevado a suponer que gran parte de la zona N-terminal y C-terminal se encontraran

en ¢l interior de la molécula (87).
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Figura IIL4. Estructura del tetrdmero de B-galactosidasa de E. coli (89).

En relaci6n a su actividad catalitica y al igual que otras B-galactosidasas (como
la de K. lactis) 1a presencia de iones ejerce importantes y variados efectos, posiblemente
relacionados con su mecanismo de accién, el cual todavia no ha sido explicado en
detalle(90). La presencia de Na* provoca la activacién de la enzima tanto por aumentar
la afinidad hacia el ONPG como por incrementar la tasa de hidrélisis (91); los iones
divalentes ejercen efectos diversos: no son necesarios para la actividad pero si provocan
activacién adicional. Los agentes quelantes que unen Mg** y Ca>* actdan inhibiendo la
enzima, pudiendo recuperarse la actividad enzimética por elimfﬁpcién del agente
quelante y agregacién de Mg** o Ca* (91)..

Es una enzima muy inestable por debajo de pH 6,0 y su estabilidad decrece
lentamente a pH mayor de 8,0. Su actividad maxima frente a oONPG la muestra a pH 7,2-
7,4 en ausencia de Mgy en 2.10-3 M de este catién su pH 6ptimo es 6,8. A pH entre 3,5
y 11,5 tiene lugar la disociacién de sus subunidades (90).
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OBJETIVOS

En este capitulo se desarrollardn diferentes estrategias propuestas para Ia
estabilizacién de la estructura cuaternaria y terciaria de dos enzimas multiméricas de
interés para la industria lactea: las B-galactosidasas de Kluyveromyces lactis, enzima
dimérica dependiente de cationes Mg** y Mn** y de Escherichia coli, enzima tetramérica
dependiente de Mg?*.

En ambos casos se pretende la estabilizacién de la estructura cuaternaria por
inmovilizacién simultanea de todas sus subunidades sobre soportes preexistentes
activados con diferentes grupos funcionales. Cuando sea posible, se intentara que,
ademas de la unién multi-subunidades, pueda tener lugar un intenso proceso de
interaccion multipuntual para favorecer la estabilizacion de cada una de las subunidades.
Si la inmovilizacién no es posible realizarla con la participacién de todas las subunidades,
se procederé a la estabilizacién adicional por entrecruzamientos intramoleculares con
macromoléculas polifuncionales tipo dextrano.

En todos los casos se estudiara la estabilizacion de la estructura cuaternaria
mediante el analisis por SDS-PAGE, y posteriormente se evaluaran las modificaciones
que permitan conservar buenas actividades enzimaticas remanentes. Se estudiaran los
mecanismos de inactivacién tanto de las enzimas nativas como de los diferentes
derivados preparados, analizando su estabilidad térmica en diferentes condiciones

experimentales y en presencia de diferentes cationes divalentes.
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METODOS

1. ACTIVACION DEL SOPORTE AGAROSA.

En el presente capitulo se han utilizado tres soportes de agarosa que difieren en
el grupo reactivo y por lo tanto en el modo de activacién. Estos soportes son el gel
glioxil-agarosa, el gel MANA-agarosa y el gel glutaraldehido-agarosa. La descripcion de
cada uno de los métodos de activacion se encuentra desarrollada en Métodos del

Capitulo L

2. PREPARACION DE DERIVADOS ENZIMATICOS.

2.1. PREPARACION DE DERIVADOS DE B8-GALACTOSIDASA DE Kluyveromyces lactis.

2.1.1. PREPARACION DEL DERIVADO GLUTARALDEHIDO-AGAROSA-3

Se prepara una solucién de extracto enzimatico comercial de 380 U/ml en tampén
fosfato potasico 20 mM de pH 7,0 conteniendo MgCl, 2 mM y KC1 0,1 M. Se separa una
alicuota que se utilizara como control del comportamiento de la enzima en solucién. Al
resto se le anade el gel glutaraldehido-agarosa de 3 pmoles de grupos reactivos por ml de
soporte, en relaciéon 1:3 (v:iv). Comprobado que el pH no se haya modificado, se
mantiene homogénea la suspensiéon mediante agitacion suave y se incuba a temperatura
ambiente durante 1 hora. Se le afiade el mismo volumen de tampén bicarbonato potasico
40 mM de pH 9,75 conteniendo MgCl, 2 mM, KCI 0,1 M y se agrega NaBH, hasta
concentracion final 1 mg/ml de suspensién. Transcurrida media hora de incubacién con
agitacién suave a pH 9,7-9,8, se procede al lavado con abundante tampén fosfato
potasico 20 mM de pH 7,0 con MgCl, 2 mM y KC1 0,1 M.
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2.1.2. PREPARACION DEL DERIVADO GLUTARALDEHIDO-AGAROSA-75

El procedimiento ha sido el mismo que se describe en el Apartado 2.1.1,, con la
diferencia de que el gel utilizado posee 75 umoles de grupos reactivos por ml de soporte
y se incuba en relacién 1:6 (viv).

2.1.3. PREPARACION DEL DERIVADO GLIOXIL-AGAROSA

Se prepara una solucién de extracto enzimatico comercial de unas 20 U/ml en
tampén bicarbonato potasico 40 mM de pH 10,0 conteniendo MgCl, 2 mM y KC1 0,1 M
a 4°C. Se separa alicuota que se utilizara como control del comportamiento de la enzima
en solucid y se afade el gel glioxil-agarosa de 75 pmoles de grupos reactivos por ml de
soporte, en relacién 1:10 (v:v). Comprobado que el pH y la temperatura nunca superen,
respectivamente, 10,0 y 4°C, se mantiene homogénea la suspension mediante agitacin
suave durante 1-1,5 horas. Una vez que se haya insolubilizado mas del 50 % de la
enzima ofrecida, se pasa la suspensién a temperatura ambiente y se continia el proceso
dos horas mas. En este tiempo se produce la solubilizacién del total de la enzima
ofrecida y se favorece la interaccién enzima-soporte. Se agrega NaBH, hasta
concentracion final 1 mg/ml de suspension; transcurrida media hora con agitacion suave
y pH 9,7-9,8, se procede al lavado con abundante tampén fosfato potasico 20 mM de pH
7,0 conteniendo MgCl, 2 mM y KCl 0.1 M.

2.2. PREPARACION DE DERIVADOS DE 8-GALACTOSIDASA DE Escherichia coli.
2.2.1. PREPARACION DEL DERIVADO GLIOXIL-AGAROSA

Se prepara una solucion de extracto enzimatico comercial (0,25 mg/ml) en tampén
bicarbonato 50 mM de pH 10,0 conteniendo MgCl, 2mM y lactosa 5%. Se separa una
alicuota como control del comportamiento de la enzima en solucién y sobre el resto se
afiade el gel glioxil-agarosa de 75 pmoles de grupos reactivos por ml de soporte, en
relacién 1:5. La suspensiéon se mantiene homogénea con agitacidén suave durante 20
horas. Transcurrido este tiempo se agrega NaBH, (1 mg/ml suspensién) y, despues de 30
minutos de agitacion suave, se filtra y se lava con abundante tampén fosfato sodico 25
mM, MgCl, 2 mM de pH 7,0.
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2.2.2. PREPARACION DEL DERIVADO MANA-AGAROSA

Se prepara una solucion de extracto enzimético comercial (0,2 mg/ml) en tampén
fosfato 20 mM de pH 7,0 conteniendo MgCl, 2ZmM y se enfria (4°C}. Se separa una
alicuota como control del comportamiento de la enzima en solucién y sobre el resto se
apade el gel MANA-agarosa de 75 umoles de grupos reactivos por ml de soporte, en
relacién 1:6 (viv). La suspensién se mantiene homogénea con agitacién suave,
comprobando el mantenimiento del pH y de la temperatura. A las 2 horas se permite
el calentamiento de la suspensidon hasta temperatura ambiente y se continda la
incubacion durante 20 horas méas. Transcurrido dicho tiempo se diluye la mezcla de
reaccion a la mitad con fosfato 20 mM de pH 6,0 conteniendo MgCl, 2 mM, se ajusta
el pH a 6,0 y se afiade CDI hasta concentracién final 1.10 M. Después de 2 horas se
filtra y se lava con abundante tampén fosfato 25 mM de pH 7,0 con MgCl, 2 mM.

2.2.3. PREPARACION DEL DERIVADO GLUTARADEHIDO-AGAROSA-75

Se prepara una solucién de extracto enzimatico comercial (0,25 mg/ml) en tampén
fosfato 20 mM de pH 8,6 conteniendo MgCl, 2mM y lactosa 5%. Se separa una alicuota
como control del comportamiento de a enzima en solucion y sobre el resto se afade el
gel glutaraldehido-agarosa de 75 pmoles de grupos reactivos por ml de soporte, en
relacién 1:5. La suspensién se mantiene homogénea con agitacién suave, comprobando
el mantenimiento del pH durante la incubacién. Transcurridas 20 horas se afiade tampén
bicarbonato 20 mM de ph 10,0 conteniendo MgCl, 2 mM y lactosa 5% hasta una
relacion 1:10 (viv), se ajusta el pH a 10,0 y se aflade NaBH, hasta concentracién final 1
mg/ml supensién. Después de 30 minutos se filtra el derivado resultante y se lava con
abundante tampén fosfato 25 mM de pH 7,0 con MgCl, 2 mM.

2.2.4. PREPARACION DEL DERIVADO GLUTARADEHIDO-AGAROSA-3

El procedimiento ha sido el mismo que se describe en el Apartado 2.2.3, con la
diferencia de que el gel utilizado posee 3 umoles de grupos reactivos por ml de soporte
y se incuba en relacién 1:2 (v:v) durante 1 hora.
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3. PREPARACION DE AGENTES POLIFUNCIONALES

Se han preparado soluciones de polimeros polialdehidicos a partir de dextrano
comercial de 6.000, 18.300 y 87.000 D, y de polimeros poliaminicos a partir de las
soluciones polialdehidicas anteriores.

3.1. PREPARACION DE POLIMEROS POLIALDEHIDICOS

A 50 ml de solucién de dextrano 33,3 mg/ml en agua se le afiaden 4,36 g de
NalO,, agitindose hasta su completa disolucion. Transcurridas 2 horas a temperatura
ambiente y comprobado el consumo total de NalO,, se dialializa la solucién resultante

frente a agua.

La concentraciones en cada caso fueron 5,5, 1,8 y 0,38 mM para los dextranos
6.000, 18.300 y 87.000, respectivamente.

3.2. PREPARACION DE POLIMEROS POLIAMINICOS

En un volumen de solucién polialdehidica (obtenida segiin se describe en el
apartado 3.1) se disuelve TMAB en concentracién final 150 mM con agitacién enérgica
a temperatura ambiente. La solucion resultante se enfria (4°C) y sobre ella se afiade un
voliimen idéntico de EDA 0,5 M a pH 5,0 y 4°C en 4 fracciones distanciadas entre si 15
minutos, cuidando el mantenimiento de la temperatura a 4°C de la mezcla de reaccién
en baiio de hielo. Transcurridos 15 minutos desde la adicién de la Gltima fraccién, se
permite el calentamiento progresivo de la solucién hasta alcanzar la temperatura
ambiente y se sube su pH hasta 10,0 afadiendo NaOH. Se agrega NaBH, hasta una
concentracion final 20 mg/ml y después de 30 minutos de agitacion suave la solucién se
dializa. Es conveniente que el primer medio de diélisis sea una solucién tampoén de pH
10,0 para evitar la formacion excesiva de H, producto de la degradacién de NaBH,; el
resto de las diluciones pueden ser en agua destilada.

La concentracién final de las soluciones obtenidas son 1,0 6 0,14 mM, segiin sea
el dextrano de partida 6.000 o 87.000.
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4. ENTRECRUZAMIENTO INTRAMOLECULAR CON AGENTES
POLIFUNCIONALES LA ENZIMA INMOVILIZADA

Se han realizado tratamientos de algunos de 'los derivados enzimaticos
inmovilizados obtenidos con los nuevos agentes entrecruzantes polifuncionales con la
intencién de que se produzcan entrecruzamientos intramoleculares en la enzima
inmovilizada.

La cantidad de agente entrecruzante ofrecido en la reaccidn se expresa en moles
por molécula de enzima, lo cual hace imprescindible conocer en cada caso la cantidad
de enzima inmovilizada en cada derivado.

4.1. ENTRECRUZAMIENTO CON POLIMEROS POLIALDEHIDICOS

Se suspende el derivado enzimatico en una solucién de TMAB 200 mM, fosfato
15 mM de pH 7,0 conteniendo MgCl, 2 mM, en relacién 1:4 (viv). Sobre la suspensién
obtenida se agrega la cantidad de solucién de polimero (4partado 3.1) correspondiente
a 20 moles de polimero por mol de enzima inmovilizada. Después de varias horas (3,5-
144 horas) de agitacion suave, se diluye hasta relacién 1:10 (v:v) con tamp6n bicarbonato
25 mM de pH 10,0 conteniendo MgCl, 2mM, se afiade NaBH, hasta 1 mg/ml total y se
continiia la incubacién durante 30 minutos mas. Transcurrido este tiempo se lava el
derivado con fosfato 25 mM de pH 7,0 con MgCl, 2 mM vy se filtra.

4.2. ENTRECRUZAMIENTO CON POLIMEROS POLIAMINICOS

Se suspende el derivado enzimético en tampén fosfato 20 mM, MgCl, 2 mM de
pH 6,0 en relacién 1:4 (v:v). Sobre la suspension obtenida se agrega la cantidad de
solucién de polimero (Apartado 3.2) correspondiente a 10 moles de polimero por mol
de enzima inmovilizada. Después de 4 horas de agitacion suave, se anade CDI
(concentracién final: 1.10"-1.10% M) y se continua la incubacién durante 1,5 horas mas.
Transcurrido este tiempo se lava el derivado con fosfato 25 mM de ph 7,0 conteniendo
MgCl, 2 mM vy se filtra.
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5. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA
5.1. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA DE K. lactis

A una cubeta con 2 ml de solucién de substrato sintético oNPG (o-nitrofenil-8-D-
galactopiranésido) 5-40 mM en tampén fosfato potasico 20 mM de ph 7,0 conteniendo
MgCl,2 mM y KC1 0,1 M, termostatizada a 25 °C y con agitacién suave, se le afiade una
muestra de 25-200 14 de solucién enzimdtica o de suspension de derivado. Del registro
del incremento de absorbancia que se produce a 405 nm en funcién del tiempo
transcurrido, se determina la velocidad inicial de hidrdlisis para este substrato la cual se
expresa en Unidades de Actividad. Una Unidad de Actividad se define como la cantidad
de enzima que es capaz de hidrolizar 1 ymol de oNPG por minuto a 25°C. El € del o-

fenol en las citadas condiciones es 3150 M1, cm’.

5.2. ENSAYO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE B-GALACTOSIDASA DE E. coli

A una cubeta con 2 ml de solucién de substrato sintético ONPG (o-nitrofenil-8-D-
galactopiranosido) 5-40 mM en tampén fosfato 20 mM de pH 7,0, termostatizada a 25°C
y con agitacion suave, se le afiade un muestra de 25-200 (4 de solucién enzimatica o de
suspension de derivado (si la muestra tuviera mucha actividad enzimética sera necesaria
su dilucién previa con el mismo tampdn). Del registro del incremento de absorbancia
que se produce a 410 nm en funcién del tiempo transcurrido, se determina la velocidad
inicial de hidrélisis para este substrato la cual se expresa en Unidades de Actividad. Una
Unidad de Actividad Hidrolitica se define como la cantidad de enzima que es capaz de
hidrolizar 1 pmol de oNPG por minuto a 25°C.

6. ENSAYOS DE ESTABILIDAD ENZIMATICA.

El proceso consiste en la medida de actividad enzimatica de muestras extraidas
a diferentes tiempos de una incubacién de enzima soluble o derivado enzimatico en las
condiciones detalladas en cada caso. Se representan graficamente los valores de actividad
frente al tiempo y de este modo se pueden comparar estabilidades de diferentes
derivados o del mismo en diferentes condiciones de incubacion, asi como determinar las
vidas medias en dichas condiciones.
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6.1. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA DILUCION SOBRE LA ESTABILIDAD
ENZIMATICA.

Se ha estudiado el comportamiento en cuanto a su estabilidad de las enzimas
oligoméricas frente a la dilucion, tanto sobre la enzima en solucién como sobre los
diferentes derivados enzimaticos obtenidos, para ello se han incubado en }as condiciones
indicadas para la estabilidad térmica soluciones o suspensiones enziméaticas en dos
concentraciones, siendo estas siempre las mismas para poder comparar los resultados
obtenidos en diferentes experimentos.

Las diluciones realizadas del extracto comercial de K. lactis (2150 U./ml extracto)
fueron ~46 U./ml solucion) y ~0.16 U./ml solucidn, siendo las suspensiones de los
diferentes derivados idénticas en el caso de los derivados multipuntuales por estar mas
cargados y la mitad en cada caso en los derivados unipuntules. En el caso de la enzima
de E. coli las diluciones realizadas van desde 1 mg/ml hasta 1.10° mg/ml.

7. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE ACRILAMIDA CON SDS.

La separacién e identificacién de la enzima de interés del extracto enzimatico
comercial se ha realizado mediante SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
que consiste en la electroforesis de zona en gel de poliacrilamida preparado en sistemas
de tampon con SDS como agente disociante. Para la preparacion del gel se ha empleado
el sistema de tampén discontinuo o multifasico (92,93).

El gel de separacion utilizado es homogéneo con un 10% (p/v) de poliacrilamida,
permitiendo la buena separacién de las cadenas polipeptidicas a estudiar. Como patrones
de calibracién se ha utilizado una mezcla comercial de proteinas de pesos moleculares
por subunidad de: 94.000 (fosforilasa b de musculo de conejo), 67.000 (a/lbumina de suero
bovino), 43.000 (ovalbumina de clara de huevo), 30.000 (anhidrasa carbénica de eritrocito
bovino), 20.100 (inhibidor de tripsina de semilla de soja) y 14.400 (a-lactalbumina de leche
bovina).

Preparacion de las muestras:

1¢ La muestra enzimética se diluye con tampén de ruptura (2x) en relacién 1:2
4% :Vgma), tanto si se trata de una solucién proteica como de un derivado enzimatico

L. ruptura*®
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inmovilizado. En el caso de derivado enzimatico inmovilizado se habra diluido
previamente con agua en relacién 1:1,1 (Ve Vaa)para facilitar la toma de
sobrenadante.

22 La muestra se hierve al bafio-maria durante 5 minutos. Una vez que la muestra
haya enfriado, estd preparada para ser aplicada en el gel y proceder a la electroforesis.

32 El volumen de muestra aplicado al gel fue de 10 .

151



CAPITULO III RESULTADOS YDISCUSION

RESULTADOS Y DISCUSION

1. B-GALACTOSIDASA DE Kiuyveromyces lactis

El estudio realizado sobre la estabilizacion de la estructura cuaternaria de la 8-
galactosidasa de K. lactis se ha centrado inicialmente en el comportamiento de la enzima
nativa en solucién. Se ha analizado el efecto de la dilucién sobre el mantenimiento de
la estructura cuaternaria de la molécula través de su estabilidad en condiciones Sptimas,
asi como su comportamiento ante la presencia o ausencia de determinados cationes
(Mg** y Mn**) Posteriormente y para minimizar las interferencias que supondria la
presencia de estabilizantes y sales del extracto comercial crudo, se ha preparado un
derivado enzimatico por inmovilizacién de la enzima a un soporte de agarosa de forma
que la estructura de ]a molécula de enzima se vea minimamente afectada por el proceso,
manteniendo un comportamiento lo mas parecido al de la enzima en solucidn; para estar
seguro de ello, la intencién es lograr la inmmeovilizacién de la enzima a un soporte por
la minima cantidad de enlaces. La tltima parte del trabajo estudia el comportamiento
de los dos tipos de derivados multipuntuales obtenidos por inmovilizacién de la enzima
al soporte utilizado dos estrategias de inmovilizacion diferentes. A partir de los
resultados obtenidos se han propuesto hipodtesis en relacion al comportamiento de la
enzima dependiendo del sistema de inmovilizacion y de la presencia de determinados
iones.

1.1. ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE LA ENZIMA SOLUBLE

Se estudié el comportamiento de la B-galactosidasa de K /actis en solucién a su
pH éptimo de actividad, pH 7,0, con la intencién de analizar el efecto de la dilucién de
la enzima sobre su estabilidad. Los experimentos se realizaron en presencia y en ausencia
de cationes Mg?* y Mn?*, con la intencién de conocer como influyen estos iones en la
estabilizacién de la enzima. En cada una de las curvas mostradas en fa figura IILS se
representan las actividades remanentes de dos soluciones del extracto enzimitico
comercial siendo la relacién entre sus concentraciones de 1/300 y estando incubadas en
el mismo medio.

152



CAPITULO I RESULTADOS YDISCUSION

En ausencia de cationes divalentes en el medio de incubacién, existe una clara
dependencia de la estabilidad con la concentracion a la cual se encuentra la enzima. A
concentraciones bajas de enzima, la incubacion a altas temperaturas desencadena una
inactivacién enzimética mucho més rapida. Los valores de semivida son 8 horas para la
solucién concentrada y 30 minutos para la solucién diluida 300 veces respecto a la
primera. Al encontrarse la enzima més diluida, se favorece el desplazamiento del
equilibrio entre la forma asociada (activa) y disociada (inactiva) en el sentido de la
disociacién. Los mondmeros aislados no sélo son inactivos sino que son mas sensibles
a posteriores distorsiones provocadas por la tempertura, acelerando de nuevo el proceso

de disociacién.

Cuando la incubacién tiene lugar en un medio con Mg?*, la solucién enzimatica
diluida conserva mayor porcentaje de actividad enzimatica residual que si este catién no
esta presente. El resultado es una semivida de 8 horas para la solucién concentrada y 2
horas para la solucién diluida. Parece que el Mg®* estaria ayudando al mantenimiento
de la estructura cuaternaria de la enzima, dificultando la disociacién y, en consecuencia
transmitiendo mayor estabilidad al dimero.

La presencia de Mn®*, unida a la de Mg** hace que el proceso de inactivacién sea
independiente de la concentracion de enzima, conservando ambas soluciones el 50-55%
de actividad después de 8 horas de incubacién a 45°C.

1.2. DERIVADO PREPARADO SOBRE GEL GLUTARALDEHIDO-AGAROSA-3

El extracto comercial, segin especificaciones comerciales, contiene estabilizantes
que podrian estar interfiriendo en los resultados de estabilizacién obtenidos. Para evitar
que los estudios realizados con la enzima nativa reflejen dichas interferencias,
obteniéndose resultados no reales del comportamiento de la enzima en solucién, se ha
considerado ]a posibilidad de trabajar con la enzima inmovilizada covalentemente sobre

un soporte sdlido.

Para poder estudiar el comportamiento "puro" de la molécula de enzima la
inmovilizacién ha de tener lugar a través de una interaccién muy suave con el soporte,
que afecte minimamente a su conformacidn. Para ello se ha elegido un soporte como el
gel glutaraldehido-agarosa de gran reactividad en medios ligeramente basicos préoximos
a la peutralidad (7,0-8,6), condiciones en las cuales s6lamente los grupos amino de
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menor pK (como los aminos terminales de la cadena polipeptidica) podrian reaccionar,
con una densidad superficial de grupos reactivos muy baja (3 umoles por ml de gel),
ademads la reaccién ha transcurrido a pH 7,0 con lo cual la reactividad, incluso de los
grupos amino terminales, se encuentra muy mermada, y por iltimo, el tiempo de
interaccién_enzima-soporte permitido ha sido corto (1 hora) para limitar, una vez
producida la insolubilizacién a través de un enlace, la posibilidad de reacciones entre
grupos amino menos reactivos de la enzima, favorecidas por la cercania al soporte. De
este modo se pretende la insolubilizacién de las moléculas de enzima al soporte por el
minimo nimero de enlaces, para no modificar su estructuran ni alterar su
comportamiento.

Durante la preparacién de este derivado, se ha comprobado que tanto la
disminucién de la temperatura como la reduccién de la cantidad de enzima ofrecida no
permiten la inmovilizacién de cantidad suficiente de enzima, por ello se ha ofrecido gran
cantidad de la misma y la incubaci6n se ha realizado a temperatura ambiente.

El efecto de la dilucién sobre la estabilidad del derivado obtenido se representa
en la figura II1.6. La ausencia de cationes en el medio permite apreciar la mayor
inestabilidad térmica del derivado en funcién de la dilucién. Cuando la enzima
inmovilizada dispone de Mg** en el medio la pérdida de actividad de la incubacién
menos concentrada es mas suave, aunque no alcanza la estabilidad de la suspensién de
derivado concentrada. La presencia de Mn** y Mg** en el medio de incubacién no sélo
evita la desestabilizacién de la suspensién diluida, sino que mantiene la actividad
enzimatica de ambas suspensiones en €l 100% durante 8 horas.

Los resultados reflejan el idéntico comportamiento de la enzima inmovilizada
sobre el gel glutaraldehido-agarosa-3 al que mostraba la enzima soluble, tanto en
ausencia de cationes como en presencia de Mg**
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Figura IIL6. Inactivaciones térmicas del derivado de fB-galactosidasa de K lacfis preparado por
inmovilizacién covalente sobre soporte glutaradehido-agarosa-3 incubado en dos concentracidnes diferentes:

(O) 24 U./ml y (w) 0,07 U./ml, realizadas a 45°C en tampdn fosfato potisico 20 mM de pH 7,0 conteniendo
KC10,1 M: (A) en ausencia de cationes divalentes, (B) con MgCl, 2 mM y (C) con MgClL, 2 mM y MnCl,

0,2 mM.
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En ausencia de cationes la disociacién de subunidades es el principal mecanismo
de inactivacién de la enzima cuando se encuentra diluida y 1a presencia de Mg** es capaz
de disminuir los procesos de disociacion de las subunidades. Cuando ademis se dispone
de Mn**, la dilucién de la enzima deja de influir en la velocidad de inactivacién, lo
mismo que para la enzima en solucion, sin embargo en el caso del derivado se produce
una ganancia de estabilidad adicional de la suspension enzimatica que no se observa
cuando el estudio se realiza con la enzima soluble, parece que el Mn?* ejerce dos efectos
sobre la enzima inmovilizada: reduce los fendmenos de disociacion y estabiliza la
conformacién asociada activa. Estos resultados manifiestan que en la preparacién del
derivado enzimatico deben haberse formado tan pocos enlaces que sélo han permitido
la unién de las moléculas de enzima al soporte a través de una de sus dos subunidades,
por ello los procesos de disociacion no se han visto afectados por la inmovilizacién.

La confirmacién de que el derivado obtenido posee la mayoria de las moléculas
de enzima inmovilizadas a través de una de las dos subunidades idénticas que las
componen se ha logrado al realizar la electroforesis del sobrenadante de una suspensién
de este derivado incubado en un medio disociante y reductor (SDS y B-mercaptoetanol).
En Ia figura II1.7 se puede observar la presencia de la banda correspondiente a la
subunidad de la enzima homodimérica (=100.000 Dj.

Figura IIL7. Electroforesis en geles de acrilamida con SDS de la B-galactosidasa de K lactis: (P) patrén,
(A) solucién enzimdtica control, (B) derivado glutaraldehido-agarosa-75 y (C} derivado glutaraldehido-
agarosa-3 y (D} derivado glioxil-agarosa-75.
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1.3. DERIVADO PREPARADO SOBRE GEL GLUTARALDEHIDO-AGAROSA-75

Se ha preparado un derivado enzimatico utilizando el mismo soporte
glutaraldehido-agarosa y en un medio al mismo pH (pH 7,0), con una densidad
superficial de grupos reactivos sobre ¢l gel maxima (75 wmoles grupos reactivos/m! gel)
y el tiempo de interaccién se ha prolongado (20 horas). De este modo se pretende que
las moléculas de enzima se unan al soporte con la misma orientacion que en el derivado
anterior, pero esta vez a través de una interaccién mucho maés intensa, forzando la
formacién de numerosos enlaces enzima-soporte.

Al realizar la electroforesis del sobrenadante resultante al final del proceso de
inmovilizacién sobre el soporte glutaraldehido-agarosa-75 se ha comprobado que toda
la proteina del extracto comercial que se habia ofrecido inicialmente al soporte se ha
inmovilizado, tanto la correspondiente a la banda de 100.000 D como otras proteinas que
se detectan de una muestra diluida del extracto enzimatico comercial utilizado.

Cuando en el gel de electroforesis se aplica una muestra del sobrenadante de una
suspensién del derivado enzimatico incubado en SDS y mercaptoetanol (Figura 111.7) se
comprueba que no se libera ninguna cadena polipeptidica, ni de las correspondientes a
la subunidad, ni de las otras proteinas que impurifican el extracto comercial que si se
habian unido al soporte. Se puede, por lo tanto, asegurar que ha tenido lugar la unién
covalente de la B-galactosidasa al soporte a través de sus dos subunidades pues el
tratamiento disociante no consigue la aparicién de monoméros en el sobrenadante.

* % &

Realizando inactivaciones térmicas de suspensiones de este derivado en el que se
ha confirmado la unién al soporte por ambas subunidades, se ha observado que en
ausencia de cationes divalentes la inactivacién debida a la dilucion es mucho menos
importante de lo que lo era tanto para la enzima libre en solucion, como para la enzima
inmovilizada a través de uno de sus dos mondmeros (Figura III.8 A). Cuando la
inactivacion se realiza en un medio con Mg**, los valores de semivida son independientes
de la concentracién de enzima en la suspensién (Figura II1.8 B). Por incubacién en
presencia de Mn®*, independientemente de que ademds se encuentre presente Mg™™,
tiene lugar, por un lado la inactivacién independiente de la dilucién y, por otro lado la
~ estabilizacién adicional de las suspensiones enzimaticas, sus semividas se duplican en
relacién a las obtenidas con Mg?* (Figura I11.8 Cy D).
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Figura IH.8. Inactivaciones térmicas del derivado de B-galactosidasa de K lactis preparado por
inmovilizacién covalente sobre soporte glutaraldehido-agarosa-75 incubado en dos concentraciénes
diferentes: (W) 45 U./ml y (*)0,16 U./ml, realizadas a 45°C en tampén fosfato potasico 20mM de pH 7,0
conteniendo KCl 0,1 M: (A) en ausencia de cationes divalentes, (B) con MgCl, 2 mM, (C) con MnCl, 0,2
mM y (D) con MgClL, 2 mM y MnCl, 0,2 mM.

En resumen, el Mg?** parece ser capaz de anular los procesos de inactivacién
dependientes de la concentracién, haciendo independientes: velocidad de inactivacion
térmica y concentracién de enzima en la mezcla de incubacién y la presencia de Mn**
en el medio no sélo evita la dependencia de la estabilidad de la concentracién, sino que
ademas alarga la vida media de la enzima incubada.
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1.4. DERIVADO PREPARADO SOBRE GEL GLIOXIL-AGAROSA-75

El soporte glioxil-agarosa es capaz de reaccionar con los grupos e-amino de los
residuos Lys, disponibles en gran cantidad en la superficie de la mayoria de las enzimas,

por ello en el presente trabajo se ha propuesto su utilizacion para la inmovilizacion
multipuntual de esta enzima.

Antes de intentar la inmovilizacion se ha estudiado si la estabilidad de la enzima
en solucién le permite mantener la suficiente actividad en un medio tan basico como el
necesario para el proceso de interaccidon enzima soporte {pH 10,0). En la figura 1119 se
representan graficamente las actividades enzimiticas remanentes respecto al tiempo
transcurrido de incubacion de la enzima concentrada en solucién a 4°Cy pH 10,0, a 20°C
y pH 9,4,y a 20°C y pH 10,0.
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Figura IIL9 Estabilidades térmicas de la B-galactosidasa de K lactis soluble incubada en tampén

bicarbonato potéasico 40 mM conteniendo MgCl2 2 mM y KC1 0,1 M : (x) de pH 10,0 a 4°, (®) de pH 9,4
a 20°C y () de pH 10,0 a 20°C.
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La inestabilidad de la enzima a 20°C en un medio de pH 10,0, obliga a plantear
la inmovilizacion en dos etapas: una primera etapa a 4°Cy pH 10,0 con la intencién de
simplemente insolubilizar la enzima en su forma activa sin pretender una unién muy
intensa de las moléculas al soporte y una segunda etapa en la que se permite el
calentamiento progresivo de la mezcla enzimatica hasta alcanzar la temperatura ambiente
manteniendo el pH 10,0 con lo cual se favorece la interaccién a través de mas grupos de
la proteina insolubilizada con el soporte. Durante el transcurso de esta segunda etapa,
el control de la actividad remanente de la enzima inmovilizada permite llegar a una
solucién de compromiso entre la duracion de la incubacién en busca de mayor nimero
de interacciones enzima-soporte y el porcentaje de actividad remanente de la enzima
inmovilizada.

El curso de la inmovilizacién se ha recogido en la figura III.10. En ella se
representa: la actividad residual de una solucién enzimdtica (solucién control) con la
misma concentracién y en idénticas condiciones que la ofrecida al soporte, para evaluar
el comportamiento de la enzima en solucién; la actividad enzimética del sobrenadante
de la suspensién en la que sucede la inmovilizacion, que reflejara tanto las perdidas de
actividad de la enzima soluble por las condiciones del medio como }a insolubilizacion de
la enzima sobre el soporte; y, por iltimo, la actividad total de la suspensién enzimatica
que recoge la de la fraccién soluble como la insolubilizada.

Del analisis de los resultados (Figura III.10) se deduce una mayor velocidad de
inactivacion de la enzima soluble (solucién control) respecto a la suspension, teniendo
en cuenta que la fraccion soluble de la suspension se comporta de forma idéntica a la
solucién control, la mayor actividad remanente de la suspension es debida a la fraccion
de enzima que ya se encuentra inmovilizada, lo cual indica que la simple insolubilizacion
provoca cierta estabilizacién. Esta estabilizacion se ve favorecida con el aumento de la
temperatura y la prolongacién de la incubacién enzima-soporte, al menos durante la
primera hora de incubacién a 20°C.

El resultado final es la inmovilizacién del 100% de la enzima ofrecida, en
condiciones en las que la enzima en solucién pierde practicamente toda su actividad
(actividad residual de la disolucién-control: 8%), conservando una actividad remanente
del 40-45% en el derivado enzimético. La unidn de la enzima al soporte glioxil-agarosa-
75 ha significado estabilizacién de la enzima en medio basico.
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Figura IIL10. Curso de inmovilizacién de la B-galactosidasa de K. lactis sobre gel glioxil-agarosa-75:

suspension (7), solucion-control (soluble) (#) y sobrenadante (H).

» Efecto de la dilucion y de la presencia de cationes divalentes sobre la
estabilidad del derivado glioxil-agarosa-75

La electroforesis realizada (Figura I11.7) manifiesta la ausencia de proteinas en
el sobrenadante de una suspensién de derivado glixil-agarosa-75 incubado en condiciones
reductoras y disociantes, lo cual indica que el soporte utilizado para la inmovilizacién asi
como las condiciones en las que ésta se ha llevado a cabo han permitido la unién de
todas las proteinas del extracto comercial y, concretamente en el caso de oligomeros
(como es la 3-galactosidasa que se esta estudiando), esta unién ha tenido lugar a través
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de ambas subunidades.

Los resultados en cuanto a la estabilizacion lograda por la inmovilizacién se
representan en la figura II1.11:
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Figura IIL11. Inactivaciones térmicas del derivado enzimdtico preparado por inmovilizacién covalente
sobre soporte glutaraldehido-agarosa-75 incubado en dos concentraciones diferentes: (®) 45 U./ml y (=)
0,16 U./ml, realizadas a 45°C en tampén fosfato potdsico 20 mM de pH 7,0 conteniendo KCI 0,1 M: (A)
en ausencia de cationes divalentes, (B) con MgCl, 2 mM y (C) con MnCl, 0,2 mM, y (D) con MgCl, 2 mM
y MnCl, 0,2 mM.
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La inactivacion térmica simultanea de suspensiones de este derivado en diferentes
concentraciones manifiesta en ausencia de iones (Figura III.11 A) mayor velocidad de
inactivacién cuanto mayor es la dilucién de la enzima en el medio; si se encuentra
presente Mg?* en el medio (Figura I11.11 B) el efecto de la dilucién no varia en relacién
a la estabilidad, favoreciéndose la desestabilizacin al bajar la concentracién de enzima
incubada; la presencia de Mn**, con (Figura II1.11 C) o sin Mg** (Figura I1.11 D), logra
hacer independiente la estabilidad de la dilucién a la que se encuentre la enzima, ademas
de conferir estabilidad adicional al derivado.

Si se comparan los resultados de estabilidad del derivado glioxil-agarosa-75
(Figura II1.11) con el comportamiento de la enzima soluble (Figura IIL5) o de la enzima
inmovilizada a través de una de sus subunidades (derivado B-gal-glutaraldehido-agarosa-
3) (Figura IIL.6), se deduce que la inmovilizacién multipuntual sobre el soporte glioxil-
agarosa-75 ha reducido enormemente la inactivacién provocada por la dilucién, si bien
para anular dicho mecanismo de inactivacién seri necesaria la presencia exclusiva de
Mn?*, el cual ademas confiere estabilizacién adicional al derivado enzimatico; en el
derivado f3-gal-glutaraldehido-agarosa-75 la presencia de cualquiera de los cationes
divalentes estudiados (Mg?* o Mn®*) es capaz de evitar el efecto de la dilucién, siendo
el ion Mn** el que provoca la estabilizacién adicional

1.5. ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS DERIVADOS ENZIMATICOS OBTENIDOS.
DISCUSION

Se han realizado termoinactivaciones de los tres derivados enzimaticos preparados
a baja concentracion, con el fin de comparar la estabilidad en condiciones en las que se
encuentran favorecidos todos aquellos procesos de inactivacion dependientes de la
concentracion. La figura HI.12 A muestra que la estabilizacion se logra sélo cuando la
inmovilizacién de las moléculas de enzima ha tenido lugar por enlaces en los que
participan ambas subunidades, es decir en los dos derivados multipuntuales.
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Figura HI.12. Inactivacion térmica de B-galactosidasa de K /actis en tampén fosfato potasico 20 mM de
pH 7.0 conteniendo MgCi2 2 mM y KC1 0,1 M a 45°C: soluble (00), inmovilizada sobre gel glutaraldehido-
agarosa-3 (0), inmovilizada sobre gel glutaraldehido-agarosa-75 () e inmovilizada sobre gel glioxil-
agarosa-75 (®). (A) a baja concentracién de enzima: 27-46 U/ml (B) a alta concentracion de enzima (0,07-

0,16 U/ml).
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En condiciones en las que los fenémenos de disociacién no se encuentren
favorecidos, es decir cuando en las suspensiones de los derivados enzimaticos incubados
la concentracién de epzima es alta (Figu'ra II1.12 B) solamente la unién multipuntual al
soporte glioxil-agarosa permite la estabilizacion. '

A la vista de los resultados de la inactivacién, parece ser que la inmovilizacién
sobre el soporte glioxil-agarosa-75 no sélo limita la inactivacién por dilucién al evitar la
disociacion de las subunidades de la molécula de enzima, como se mostraba en la figura
I1I1.12 A, sino que ademas logra estabilizaciones adicionales independientes de la dichos
procesos. El tipo de activacién de éste Gltimo soporte ha permitido la formacién de un
mayor niimero de enlaces entre cada subunidad y el soporte lo cual ha dotado al dimero
de una estructura 3D maés rigida y por lo tanto mas resistente a posibles distorsiones que
provocarian su inactivacién térmica.

Respecto a la influencia de la inmovilizacion multipuntual sobre el efecto de la
presencia de cationes covalentes, se observa que:

- el Mg?* es capaz de evitar la inactivacién por dilucién cuando se trata del
derivado f3-gal-glutaraldehido-agarosa-73, sin embargo no ejerce ningin efecto sobre el
derivado (-gal-glioxil-agarosa-75. Probablemente la mayor multiinteraccion enzima-
soporte en e] tltimo derivado citado ha afectado de algiin modo al centro de unién
correspondiente a éste catiéon quedando impedida su entrada y por lo tanto a su
colaboracién en el mantenimiento de la estructura cuaternaria correcta del dimero.

- la accién del catién Mn?*, por el contrario, no se vé afectada por el diferente
grado de multiinteraccion entre los derivados pues en ambos casos protege de la pérdida
de la estructura cuaternaria y alarga la semivida de la enzima en ausencia de procesos

de disociacién de subunidades.

2. B-GALACTOSIDASA DE Escherichia coli

La inmovilizacién de B-galactosidasa de E. coli persigue como primer objetivo la
union simultinea de sus cuatro protémeros. La acometida del proceso ha de cumplir dos
requisitos interrelacionados: conferir a la molécula la orientacién adecuada y permitir
multiinteraccién. Para que al menos en cada subunidad tenga lugar Ia formacién de una
enlace con el soporte este ha de poseer el tipo de grupo reactivo capaz de conferir a la
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molécula de enzima la disposicién espacial 6ptima para que sus subunidades sean
capaces de interaccionar con él, para ello la densidad de grupos reactivos sobre el
soporte ha de ser suficiente y las condiciones de la reaccién ha de favorecer la.

interaccion.

El conseguir la estabilizacién de la estructura cuaternaria con la inmovilizacién
de la enzima oligomérica por unidn covalente, pertitird el desarrollo, sobre los derivados
enzimaticos obtenidos, de estudios posteriores orientados al incremento de la estabilidad
de la enzima como catalizador; analizar los factores que intervienen en los diferentes
mecanismos de inactivacién y aplicar métodos adecuados a cada caso o desarrollar
nuevos procedimientos de estabilizacion.

2.1. INMOVILIZACION MULTIPUNTUAL SOBRE DIFERENTES SOPORTES

Se han aplicado las diferentes estrategias disponibles para la inmovilizacién por
unién covalente de enzimas a un soporte. Se han empleado soportes con diferentes
grupos reactivos y activados al maximo. A los soportes glioxil-agarosa 1a enzima se unira
por su zona mas rica en Lys, a los geles MANA-agarosa lo hara a través de la zona mas
rica en grupos carboxilo (Asp o Glu), y por grupos amino de bajo pK como el amino
términal tendra lugar la unién a los soportes activados con glutaraldehido. En condiciones
de reaccion propicias para la interaccion intensa, se han preparado derivados enzimaticos
con ¢l proposito de evaluar cada una de las orientaciones adoptadas por la enzima en
cuanto a su capacidad para estabilizar la estructura cuaternaria de esta enzima
tetramérica.

2.1.1. INMOVILIZACION SOBRE SOPORTE GLIOXIL-AGAROSA-75

La insolubilizacidn es muy rapida, en 30 minutos queda en el sobrenatante el 8%
de la enzima ofrecida (1 mg/ml gel), conservandose toda la actividad de la fraccién de
enzima inmovilizada. Sin embargo se mantiene la incubacion en las mismas condiciones
durante 20 horas con la intencidn de favorecer la multiinteraccién enzima-soporte y, en
consecuencia, la participacién del mayor nimero de subunidades que permita la
orientacion conferida por el método. Transcurrido dicho tiempo la actividad remanente
de la enzima inmovilizada es del 31%, lo cual indica que las condiciones de la
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DERIVADO Actividad 000 (@) Disociacién de
subunidades (b)
glioxil-agarosa-75 31 +++
MANA-agarosa-75 64 .
glutaraldehido-agarosa-75 100 +

(a) Actividad enzimdtica que conserva la B-galaciosidasa de E. coli despues del proceso de inmovilizacién
sobre diferentes soportes de agarosa,

(b} Valoracién de la aparicién de la banda correspondiente a 100.000 D. en la electroforesis de los
sobrenadanites de los diferentes derivados enzimdticos incubados en condiciones favorables para la disociacion
de subunidades.

Tabla IIL1. Derivados de S-galactosidasa de E. coli.

Segiin se recoge en la tabla III.1 la inmovilizacién de la oligoenzima través de sus
residuos de Lys (derivado glioxil-agarosa-75) no permite la unién al soporte de sus cuatro
protomeros pues por electroforesis se observa la aparicion de la banda de proteina
correspondiente 100.000 D, banda identificada como la correspondiente al monémero
(85). Cuando la inmovilizaci6n tuvo lugar sobre el soporte MANA-agarosa-75 por reaccién
a través de los carboxilos de la cadena polipeptidica, no se aprecia proteina liberada del
soporte. El derivado glutaraldehido-agarosa-75 permite la disociacién de una pequeiia
fraccién de proteina.

Estos resultados indican que la orientacion conferida por inmovilizacion al soporte
MANA-agarosa-75 es la inica que ha permitido una unién al soporte de gran intensidad
y en la que participan sus cuatro subunidades, pues la incubacion del derivado en
condiciones altamente disociantes (SDS y B-mercaptoetanol), previa a la electroforesis no
es capaz de liberar al sobrenadante cantidad apreciable de proteina.

Cuando el tetrdmero se orienta en relacién al soporte por su zona més rica en Lys
la enzima mostré una importante caida de actividad atribuible a la intensidad de la
interaccién ya que el proceso se ha llevado a cabo bajo condiciones de alta reactividad,
sin embargo en la unién no se han visto involucradas todas sus subunidades y por ello
la electroforesis muestra una importante banda proteica. En el derivado preparado sobre
gel glutaraldehido-agarosa-73, si bien también permite la liberacién de proteina, segin la
intensidad de la banda registrada en la electroforesis, la cantidad de subunidades no
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unidas al soporte parece menor gue en caso anterior, ademas la actividad enzimética
remanente es del 100%. En resumen: cuando el tetramero se orienta con respecto al
soporte por su zona Ias rica en Lys no se ven involucradas sus cuatro subunidades y
pierde un 70% de su actividad; sin embargo si la inmovilizacién de la enzima esta
dirigida a la reaccién a través de sus aminos términales no afecta a la actividad
enzimatica llegando a participar un mayor niimero de subunidades por molécula.

Estas hipotesis surgidas de los resultados obtenidos por electroforesis, se ven
afianzadas si se analiza la estructura tridimensional reportada, los protémeros se
disponen en un plano a lo largo de dos ejes de simetria perpendiculares, interaccionando
dos-a-dos por sus caras idénticas (ver Figura II1.4), asi las dos superficies planas que
ofrece el tetramero al medio son idénticas y en €l los protdmeros opuestos ofrecen su
misma zona, la cara contraria a la que ofrecen los protémeros situados en los otros dos
opuestos (86). Si se supone que estas dos caras de cada subunidad o protémero no
poseen la misma densidad en grupos reactivos (p.e. Lys), dos subunidades podrin
interaccionar intensamente con €l soporte mientras las otras dos no, pues su cara reactiva
se encontraria del otro lado del tetramero. Esto podria ser lo que sucede en el derivado
mudtipuntual glioxil-agarosa, pues ademés se sabe que de los 1023 aminoécidos que
componen el monémero de S-galactosidasa de E. coli, s6lo 20 corresponden a Lys, lo
cual indica su baja densidad superficial en una cadena polipéptidica tan voluminosa. Por
otro lado, el extremo amino terminal de cada subunidad se encuentra en lo que en el
tetramero corresponde a dos vertices opuestos muy proximos cada dos monémeros, lo
cual indica que sera posible la interaccién de los cuatro residuos con el soporte siempre
‘que las condiciones de incubacién favorecieran la reactividad de los grupos. Asi en el
derivado glutaraldehido-agarosa-75 podrian haber participado tres o las cuatro
subunidades en una gran parte de Is moléculas inmovilizadas.

Sobre los derivados en los que Ia inmovilizacién no ha conseguido la estabilizacion
de la estructura cuaternaria de la enzima, se ha propuesto el desarrollo de estrategias
complementarias como el entrecruzamiento, que permitan la formacién de puentes
enlaces covalente entre las subunidades no unidas al soporte y las que ya se encuentran
interaccionando con €l dentro de la misma molécula.
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2.2. ENTRECRUZAMIENTO CON AGENTES POLIFUNCIONALES DE ENZIMAS
OLIGOMERICAS

Se ha estudiado la aplicacién de estrategias de entrecruzamiento como
herramienta de estabilizacion de la estructura cuaternaria de derivados enziméticos
inmavilizados en los que la orientacion conferida a la molécula no ha permitido la unién
simultanea de todas sus subunidades al soporte. Los agentes entrecruzantes utilizados se
han generado a partir de moléculas de dextrano de diferente peso molecular: polimeros
polialdehidicos o polimeros poliaminicos.

El estudio se ha desarroilado sobre un derivado inmovilizado a gel glutaraldehido-
agarosa-75 por dos motivos: en primer lugar, porque ser uno de los métodos que no
permite la unién simultanea de todas las subunidades y, en segundo lugar, porque el
proceso de inmovilizacién no supone pérdidas de actividad para la enzima lo cual es
importante si se tiene en cuenta que la reaccién con el agente entrecruzante supone la
modificacién quimica de la enzima y podria afectar a su actividad enzimatica.

2.2.1. ENTRECRUZAMIENTO SOBRE UN DERIVADO UNIPUNTUAL

» Inmovilizacién unipuntual sobre soporte glutaraldehido-agarosa

Se ha utilizado un soporte activado con 3 umoles de grupos reactivos por ml de
gel. La inmovilizacién ha tenido lugar en las mismas condiciones que se prepard el
derivado multipuntual (glutaraldehido-agarosa-75) con el fin de no modificar la
orientacion preferente de la molécula en relacion al soporte, marcada por la reactividad
de los grupos de la proteina en esas condiciones. El resultado es la inmovilizacién de
menor cantidad de enzima pues sélo se ha insolubilizado el 50% de la enzima ofrecida
(1 mg/ml) y el mantenimiento de toda su actividad enzimatica. La electroforesis realizada
del sobrendante de una suspensién de este derivado incubado en SDS y mercaptoetanol
ba dado como resultado la aparicién de una banda mas intensa que la del derivado

multipuntual correspondiente al protomero.
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» Entrecruzamiento con polimeros polialdehidicos

Se ha estudiado la influencia, sobre la eficacia del entrecruzamiento, de factores
como el tainafic del polimero y el tiempo de reaccidén. Se han utilizado polimeros de
diferentes pesos moleculares: 6.000, 18.300 y 87.000 y los tiempos de reaccién
transcurridos han sido entre 3,5 horas y 6 dias. En todos los casos se han ofrecido para
el proceso 20 moles de polimero por mol de enzima inmovilizada, basindose en
experimentos realizados sobre otras enzima oligoméricas que mostraron buenos
resultados (40). En la tabla III.2 se recogen las condiciones en la que transcurrieron las
diferentes reacciones, el efecto sobre la actividad enziméatica inmovilizada y los resultados
obtenidos en relacién con la electroforesis.

Condiciones reaccion ﬁ " Disociacién de
PM,gjimero (2) tiempo (b) ) subunidades (d)
100 B ++++
6% 3 100 ++++
T 87.000 35 oy —
6.000 46 36 P
87.000 46 71 T
18.300 144 46 .+
87.000 144 35 +

(a) Peso molecular (D) del dextrano comercial a partir del cual se preparé el polimero.

(b)Duracién de la incubacion (horas) del derivado inmovilizado suspendido en la solucion de polimero en las
condiciones expecificadas en Métodos.

(c) Porcentage de actividad enzimdtica remanente del derivado inmovilizado una vez finalizada la incubacion
y reducidos los posibles enlaces formados.

(d}Valoracién de la aparicion de la banda correspondiente a 100.000 D. obtenidas ppor electroforesis segiin
se especifica en Métodos.

Tabla IL2. Modificacién quimica con polimeros polialdehidicos del derivado de 8-galactosidasa de E. coli
inmovilizada covalentemente sobre soporte glutaraldehido agarosa-3. Influencia de la concentracién de

polimero y de la duracién de la reaccibn.
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Han sido necesarios tiempos de interaccién muy largos (varios dias de incubacién)
para conseguir que la electroforesis refleje una pequeia disminucién la disociacién de
subunidades en los derivados modificados. Los tratamientos que han dado. lugar a esa
estabilizacion parcial de la estructura cuaternaria del derivado unipuntual han supuesto
pérdidas de actividad enzimatica, mayores cuanto mayor es el tiempo de interaccién y
el tamaiio del polimero utilizado, lo cual indica la mayor modificacién quimica de la

enzima.

» Entrecruzamiento con polimeros poliaminicos

Se ha estudiado la influencia, sobre la eficacia del entrecruzamiento, de factores
como e] tamaio del polimero, la concentracion de CDI, y la temperatura de la reaccién.
En todos los casos se han ofrecido para el proceso 10 moles de polimero por mol de
enzima inmovilizada, basindose en experimentos realizados sobre otras enzima
oligoméricas que mostraron buenos resultados (40). En la tabla III.3 se recogen las
condiciones en la que transcurrieron las diferentes reacciones, el efecto del proceso sobre
la actividad de la enzima inmovilizada y los resultados obtenidos en la electroforesis.

Los derivados incubados en presencia de los polimeros poliaminicos con una
concentracién de CDI de 1.10" M no permiten que en condiciones altamente disociantes
se pueda detectar (por electroforesis) liberacién de proteina del soporte, sin embargo,
la modificaciéon quimica de la enzima ha sido tan intensa que ha perdido su actividad
catalitica. El descenso de Ia concentracién de CDI en el medio de reaccién da lugar a
derivados con mayor actividad remanente pero en los que ya no se estabiliza la
estructura cuaternaria, aunque la fraccién proteica liberaday registrada por electroforesis
es menor que la que se aprecia en el derivado que no ha interaccionado con el polimero.

La menor concentracién de CDI utilizada, 1.10% M, ha permitido la obtencién de
derivados modificados conservando el 100% y el 55-65% de su actividad enzimatica,
segiin se haya realizado el entrecruzamiento con un polimero de 6.000 o de 87.000
daltones. El efecto del tamaiio del polimero poliaminico sobre la actividad remanente
del derivado podria ser el reflejo de distorsiones de la enzima provocadas por
interacciones mas numerosas cuando la cadena de agente entrecruzante es larga.
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Condiciones de reaccidn Act. pnan Disociacién de
PMgier, () | CDI (b) | Temperatura(c) (d) subunidades (e)
- - - 100 +4+++
6.000 1100 | TA 2 i
5102 | TA 8 +
3.102 TA 31
3(10%) TA 36 +4
1.102 TA 100 ++
87.000 1.10" TA 3 ]
1.10? TA 55 ++
1.10? F 65 ++

(a) Peso molécular {Daltones} del dextrano comercial a partir del cual se preparé el polimero.
(b) Concentracion (M} de CDI en el medio de incubacion.
{c) Temperatura (°C) a la que transcurrié la incubacién. TA: Temperatura ambiente (18-20°C), F: Frio (4°C).

(d) Porcentaje de actividad enzimdtica remanente del derivado inmovilizado una vez finalizada la incubacion
y reducidos los posibles enlaces formados.

(e) Valoracion cualitativa de la banda correspondiente a 100.000 D. obienidas por electroforesis segiin se
especifica en Métodos.

Tabla IT1.3. Modificacién quimica con polimeros poliaminicos del derivado de 8-galactosidasa de E. coli
inmovilizada covalentemente sobre soporte glutaraldehido agarosa-3. Influencia de la concentracién de
polimero, de la concentracién de CDI en la reaccién y de la duracién de la incubacién.

2.2.2. ENTRECRUZAMIENTO SOBRE UN DERIVADO MULTIPUNTUAL

Basédndose en el estudio de los diferentes factores que influyen en la eficacia del
entrecruzamiento sobre el derivado unipuntual, se han elegido las condiciones que
podrian ser mas apropiadas y se han aplicado al derivado multipuntuai obtenido por
inmovilizacion sobre el mismo soporte (gel glutaraldehido-agarosa) que, segiin se habia
comprobado por electroforesis tampoco presenta unidas al soporte sus cuatro
subunidades.
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» Entrecruzamiento con polimeros polialdehidicos

Se ha utilizado el polimero de 87.000 D, ofreciéndose 20 moles por mol de
enzima inmovilizada y se ha incubado en presencia del soporte durante 6 dias (~144
horas). El derivado modificado resultante conservé el 67% de su actividad, lo cual
supone una jnactivacién mucho menor con respecto a la sufrida por el derivado
unipuntual después del mismo tratamiento. La electroforesis no permite apreciar la
aparicion de la banda correspondiente al protémero, lo que significa que el tratamiento
ha conseguido enlazar intramolecularmente las subunidades que no se encontraban
unidas al soporte a las que si formaban enlace covalente con él.

» Entrecruzamiento con polimeros poliamfinicos

El derivado se ha hecho reaccionar con el polimero de 6.000 daltones en un
medio con CDI 5.10? M (TA) y con el polimero de 87.000 en un medio con CDI 3.10?
M (TA). Los derivados modificados, obtenidos despues de los citados tratamientos, al
ser incubados en SDS y mercaptoetanol no permiten la disociacién de subunidades. El
primero de los tratamientos di6 lugar a una derivado con el 24% de actividad enzimatica
remanente, mientras que el segundo conservé el 32%.

2.3. TERMOESTABILIDAD DE LOS DIFERENTES DERIVADOS INMOVILIZADOS

En la figura II1.13 se muestran los cursos de inactivacién obtenidos con diferentes
derivados de esta enzima oligomérica y se han comparado con la estabilidad de la enzima
en solucién a la misma concentracién.

Se ha realizado la incubacion a 44°C de tres derivados enzimdticos preparados por
inmovilizacion sobre un mismo tipo de soporte cuyo grupo reactivo condiciona la
orientacidén de la molécula. La diferencia entre ellos se encuentra en el niimero de
subunidades que se encuentran unidas covalentemente directa o indirectamente al
soporte sin posibilidad de disociarse del resto del tetramero para diluirse en el medio de
incubacion.
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Figura IL13. Inactivaciones térmicas de B-galactosidasa de E. coli soluble (O) y de tres derivados
inmovilizado de ella: derivado glutaraldehido-agarosa-3 o Ec-1 (©), derivado glutaraldehido-agarosa-75 o

Ec-2 (W) y derivado glutaraldehido-agarosa estabilizado por modificacién con moléculas polialdehidicas
o Ec-3 ().

- En el derivado Ec-1 la enzima debe estar inmovilizada covalentemente a través
~ de una de sus cuatro subunidades pues la baja densidad de grupos reactivos de
soporte obtenido y la escased de residuos proteicos con reactividad suficiente para
interaccionar con ellos no permitiria la formacién de mas enlaces. Por
electroforesis se comprobé disociacion de una fraccién importante de protémero.

- El derivado Ec-2 debe tener una gran parte de la moléculas inmovilizadas por
dos o méas subunidades pues el soporte posee gran candidad de grupos reactivos
y superficiales lo cual favorece la participacién de varios grupos y por lo tanto
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de varias subunidades de la misma molécula, por eso no permite la disociacién.

- El derivado Ec-3, que mantiene las cuatro subunidades de la enzima
inmovilizadas unas directamente al soporte y las otras unidas a las primeras por
entrecruzamiento con moléculas polialdehidicas, es unas 20 veces mas estable que
el derivadounipuntual o que la enzima en solucién, consecuencia de la
estabilizacién de su estructura cuaternaria.

Dos de los derivados glutaraldehido-agarosa-75 con la estructura cuaternaria
estabilizada por entrecruzamiento se incubaron a diferentes concentraciones a 44°C.
Paralelamente se realizd la incubacién de la enzima en solucién en las mismas
condiciones. Las figura II1.14 A y B se recogen los cursos de inactivacién
correspondientes a estas incubaciones en dos concentraciones diferentes.

En ellas se observa que la dilucion de la enzima 10 veces provoca su
desestabilizacion en un medio a pH dptimo de actividad, tanto si esta se encuentra libre
en solucién como si sus moléculas se han inmovilizado y todas sus subunidades se han
unido entre si.

Los derivados modificados muestran diferentes velocidades de inactivacién segiin
la concentracién a la que se encuentre la enzima en ¢l medio, sin embargo se ha
conprovado que el proceso de estabilizacion desarrollado hasta obtener dichos derivado
no permite que se produzcan los fenomenos de disociacién de subunidades relacionados
con la dilucién de la enzima en el medio de reaccién. Esto hace suponer que en el
sistema enzimatico esta teniendo lugar algin otro proceso relacionado con la dilucién
del derivado en el medio; algin otro proceso cuyo mecanismo se base en la modificacion
de las concentraciones de especies activas y no activas relacionadas través de un
equilibrio de asociacién-disociacién.
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Figura HI.14. Inactivaciones térmicas en dos concentraciones diferentes de (A) la enzima soluble y (B) del
derivado glutaraldehido-agarosa-75, incubados en tampodn fosfato 20 mM, KCL 0,1 M de pH 7,0 a 45°C:

solucidén concentrada (—) y solucién diluida (-},

Si se tiene en cuenta los variados resultados obtenidos en reacion a la influencia
de determinados cationes en la actividad enzimatica, en su actividad optima, asi como
el diferente efecto que manifiestan sobre cada substrato y al variar las condiciones del
medio, podria ser la presencia o ausencia de alguno de ellos la causante de la perdida
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de actividad o de su menor estabilidad. Estos dtomos pueden tanto jugar un papel
importante dentro del mecanismo catalitico de la enzima como desarrollar una
determinada funcién estructural en la molécula. La interaccjon de estos cationes con la
cadena polipeptidica es de tipo iénico y por ello el grado de ionizacién de determinados
grupos de la proteina y todo la que pueda afectar a dicha asociacion, influird en mayor
o menor medida en su eficiencia.

El estudio de esta enzima queda abierto a la investigacion de la posible influencia
de determinados cationes sobre su actividad y estabilidad en los derivados enzimaticos,
especialmente del Mg**.

3. DISCUSION

Se han estudiado la posibilidad de inmovilizacion y estabilizacion de la estructura
cuaternaria de dos enzimas oligoméricas, las B-galactosidasas de K lactis y de E. coli.

Con respecto a la primera, no ha resultado dificil la inmovilizacién covalente
simultanea a través de las dos subunidades que la componen, el exito del proceso
depende llevar a cabo el proceso en unas condiciones que permitan la multiinteraccién
enzima soporte para favorecer la participacién de residuos pertenecientes a las dos
subunidades. En este caso particular ha sido suficiente con la utilizacién de un soporte
con alta densidad de grupos reactivos, sin ser necesario extremar las condicionees del
medio de incubacién para aumentar la reactividad de los grupos. Para ello se han
utilizado dos soportes: gel glutaraldehido-agarosa que interacciona esencialmente con el
residuo amino términal de la cadena polipeptidica, y el gel glioxil-agarosa que
interaccionara con los residuos Lys superficiales de la misma.

Una vez comprobada la estabilizacién la estructura cuaternaria en cuanto a evitar
los fenémenos de disociacién de subunidades en el medio de reaccién, se ha visto que
ello supone la estabilizacion térmica de la enzima cuando esta es diluida. En
concentraciones en las cuales la disociacion no esta favorecida la simple inmovilizacion
de las dos subunidades (derivado glutaraldehido-agarosa-75) no es suficiente para
mostrar estabilizaciones térmicas, siendo necesaria una inmovilizacién mas intensa como
la lograda en el derivado glioxil-agarosa-75, probablemente porque permite la formacién
de mayor cantidad de enzlaces en cada subunidad lo cual confiere rigidez a su estructura
terciaria.
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Por otro lado, se ha estudiado el efecto de los cationes Mn** y Mg?* sobre los
diferentes derivados enzimaticos obtenidos y los resultados obtenidos ha permitido
~ establecer hipétesis sobre el papel que pueden tener en la estabilidad de la enzima. En
la enzima en solucién ambos cationes actiian estabilizando la estructura cuaternaria pues
reducen las diferencias de estabilidad causadas por la dilucion de la solucién enzimética.
Cuando la enzima se encuentra inmovilizada a través de sus dos subunidades la presencia
de estos cationes no sélo permite eliminar e] efecto de la dilucién, sino que confieren

estabilizacién adicional.

En cuanto a la segunda de las enzimas estudiadas, la B-galactosidasa de E. coli
es una enzima mucho mas compleja y su estudio tadavia necesita ser ampliado pues los
resultados obtenidos son muy interesantes. A pesar de tratarse de una enzima
tetramérica, la disposicién mas o menos en un plano de sus protdmeros ha permitido la
estabilizacion de su estructura cuaternaria siguiendo dos estrategias: la inmovilizacion
multi-subunidades a un soporte MANA-agarosa y la inmovilizacién parcial a un soporte
glutaraldehido-agarosa que ha sido finalmente completada con el desarrollo de
estrategias adicionales de entrecruzamiento intramolecular con moléculas poliaminicas
o polialdehidicas. La unidn de sus cuatro subunidades por cualquiera de los dos métodos
ha permitido la estabilizacién térmica de los derivados incubados a altas concentraciones.
Sin embargo, si bien los fenémenos de disociacién de subunidades han sido impedidos
por la inmovilizacién de todas ellas al soporte, esto no se refleja en la prolongacién de
las semividas de los derivados incubados diluidos. Por eso se ha pensado en que algiin
otro mecanismo de inactivacion favorecido por la dilucién de la enzima que no ha sido
reducido por la estabilizacién de la estructura cuaternaria continiie siendo el responsable
del proceso, como por ejemplo la disociacién de algin catiéon impresicindible para la

actividad.

Utilizando dos tipos de polimeros polireactivos se ha conseguido el
entrecruzamiento intersubunidades de un enzima tetramérica que previamente se habia
inmovilizado por unién covalente unipuntual. Esto supone disponer de una importante
estrategia de estabilizacion de la estructura cuaternaria de cualquier proteina oligomérica
que no pueda ser inmovilizada por unién simultanea de todas sus subunidades al soporte.
A nivel] industria el conseguir derivados inmovilizados de enzimas oligoméricas en los
que no tenga lugar la disociacién de sus subunidades consecuencia de la dilucion del
catalizador durante los largos y numerosos ciclos de reaccidn, sera de gran importancia
por evitarse la contaminacién de la mezcla de reaccién con el catalizador y la
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consecuente inactivacion.

Es importante sefialar que el proceso de entrecruzamiento supone la modificacién
quimica de la enzima. Esta modificacién quimica puede afectar a su actividad enzimética
por lo que es importante el control de la reaccién y de las variables que influyen en su
rendimiento y que dependeran de 1a enzima sobre la que se desarrolle el método. Para
la dptimizacion de las condiciones se ha de Hegar a un compromiso entre la efectividad
del entrecruzamiento y su efecto sobre la actividad catalitica de la enzima.

En general, para el abordaje de la inmovilizacion y estabilizacién de cualquier
enzima hay que temer en cuenta que la complejidad de la molécula proteica hace
necesario ampliar los estudios sobre todos los variados procesos que en diferente medida
afectan a su actividad y a su estabilidad.
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A lo largo de la presente Tesis Doctoral se han desarrollado diferentes estrategias
de Ingenieria Bioquimica para resolver los problemas asociados al disefio molecular de
derivados de renina y lactasas ftilies para la hidrolisis de caseina x y lactosa en leche.
Dado que dichos problemas son similares a los de otros sistemas enzimaticos de interés
en quimica orgénica, quimica analitica e, incluso, en tecnologia de otros alimentos, se
han desarrollado técnicas bioquimico-fisicas de modificacién de enzimas que, en principio,
pudieran también ser vilidas para otros procesos enziméiticos o para procesos
cromatograficos en los que se emplean proteinas y otras macromoléculas como ligandos.
Estas técnicas se pueden agrupar en:

- Inmovilizacién orientada de enzimas utilizando diferentes areas de su superficie
en el proceso de unidn covalente al soporte.

- Utilizacién de sélidos porosos con diferente morfologia interna como soportes
para la inmovilizacién de enzimas.

- Utilizacién de brazos espaciadores grandes, inertes, hidrofilicos y flexibles para
optimizar la interaccion entre la molécula de enzima inmovilizada y el substrato,
cuando éste sea macromolecular y por lo tanto presente mayores condicionantes
estéricos a la interaccién con la enzima.

- Utilizacién de moléculas tipo dextrano como agentes espaciadores o como
agentes entrecruzantes.

- Utilizacién de las cadenas de carbohidratos de enzimas glicosiladas como brazos
espaciadores o como agentes entrecruzantes intrinsecos.

-Modificacién quimica previa de la enzima para optimizar Jas diferentes
estrategias de inmovilizacién o de entrecruzamiento. Lo cual permite simular fos
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resultados que por vias genéticas se obtendrian de un modo dirigido y controlado,
al enriquecer en un determinado grupo la zona de la enzima que interese para
posteriores reacciones de inmovilizacién o de entrecruzamiento.

La aplicacién coordinada de las diferentes técnicas de inmovilizacién ha conducido
a resultados muy importantes. Asi:

- se han obtenido derivados de renina de Mucor miehei que conservan después de
la inmovilizacién el 33% de su actividad caseinolitica Estos resultados son
realmente espectaculares si se comparan con los datos de la literatura cientifica
donde la renina inmovilizada apenas mostraba un 1% de esta actividad coagulante
con respecto a la enzima soluble.

- la combinacion de un proceso de aminacién controlada de la B-galactosidasa de
Aspergillus oryzae y el disefio del proceso de unién multipuntual y del
entrecruzamiento posterior con su propias cadenas glicosidicas ha permitido
estabilizaciones de 600 veces con respecto a la enzima soluble aminada y de mas
de 20 veces respecto a la enzima nativa.

- con la estabilizacion conjunta de la estructura cuaternaria y de la estrcutura
tercuiaria que se ha logrado por inmovilizacién multipuntual de la 8-galactosidasa
de Kiuyveromyces lactis sobre geles de agarosa se ha aumentado su estqabilidad
térmica més de 10 veces en relacién a la enzima nativa.

* e e

Entre los resultados expuestos en la presente Tesis Doctoral se resaltan
prevemente las siguientes conclusiones:

1. Tomando como enzimas modelo, cuatro enzimas de interés en la industria
lactea, se han desarrollado una serie de metodologias de Ingenieria Enzimatica sobre la
base de la tecnologia bioquimico-fisica en fase solida para la obtencién de derivados
inmovilizados, reutilizables por lo tanto, abordando tres importantes condicionantes o
limitaciones surgidas de la complejidad de los catalizadores enzimaticos, como lo son:
las enzimas que actGan sobre substratos macromoleculares, las enzimas glicosidadas y la
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enzimas oligoméricas.

2. Disefiando cuidadosamente el proceso de inmovilizacién se han preparado
derivados de renina de Mucor miehei que conservan en todos los casos el 100% de su
actividad catalitica hacia el substrato sintético de bajo peso molecular, utilizando soportes
con diferentes estructra interna, diseiiando procesos de inmovilizacién a través de
diferentes areas de la enzima e interponiendo diferentes tipos de brazos espaciadores
entre los grupos activos que reaccionan con la enzima y el soporte sobre el cual estin
situados. Todos estos parametros: lamorfologia del soporte, el tipo de grupo activo y el
brazo espaciador utilizado, resultaron decisivos par definir la accesibilidad de los
substratos macromoleculares hacia el centro activo de las moléculas de enzima
inmovilizada. De este modo las actividades caseinoliticas de los diferentes derivados
preparados varian en un margen muy amplio desde un 2% hasta un 33% de la actividad
corespondiente a la enzima nativa que habia sido inmovilizada.

3. Los mejores resultados, 1009% de actividad hacia el hexapétido sintético y 33%
de actividad hacia la caseina x se obtuvieron cuando la inmovilizacién de la renina de
M. miehei tuvo lugar a través de sus cadenas de carbohidratos a soportes con estructura
interna constituida por entramados de cadenas unimoleculares poliacrilicas. Esta
combinacion de un sélido que promueve pocos impedimentos estéricos y el brazo
espaciador intrinseco que supone la presencia de las propias cadenas glicosidicas de esta
glicoenzima ha permitido obtenier una actividad caseinolitica con renina inmovilizada
mas de 10 veces superiores a las reportadas hasta ahora en la literatura cientifica.

4. La B-galactosidasa de Aspergillus oryzae esta también altamente glicosilada y,
a pesar de ello, se ha inmovilizado, probablemente a través de una unién "bipuntual’, a
geles glioxil-agarosa dando lugar a unos derivados que conservan un elevado porcentaje
de actividad catalitica (un 75%) pero solamente dos veces més estables que la enzima
nativa. La aminacion adicional de la enzima soluble, por reaccién de sus residuos acidos
con etilendiamina, parece aumentar considerablemente las posibilidades de unién
multipuntual enzima-soporte, dando lugar a derivados inmovilizados estabilizados mas
de 500 veces con respecto a la enzima soluble aminada.
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5. Se ha desarrollado una estrategia original de estabilizaciéon de enzimas
glicosiladas previamente inmovilizadas mediante entrecruzamiento intramolecular
utilizando sus propias cadenas de carbohidratos como agentes entrecruzantes intrinsecos.
La oxidadcién de estas cadenas da lugar a grupos aldehido que, incubados en las
condiciones ptimas de temperatura, pH y tiempo, reaccionaran con residuos Lys o con
los residuos acidos modificados con etilendiamina que se encuentren en la superficie de
la molécula de enzima situados en la proximidad de dichas cadenas glicosidicas.

6. Tanto la unién covalente multipuntual de la 8-galactosidasa de A. oryzae sobre
los soportes glioxil-agarosa como el posterior entrecruzamiento intramolecular utilizando
sus propias cadenas glicosidicas provocan un aumento importante de la rigidez de dicha
molécula, lo cual se traduce en estabilizaciones frente a condiciones inactivantes,
comotemperatura o pH. Sin embargo, para forzar estos procesos es preciso realizar dos
modificaciones quimicas de la enzima: la aminacién de sus residuos acidos y la oxidacion
de sus cadenas de carbohidratos. Estas modificaciones tienen efectos inactivantes per se
de diferente naturaleza y segin las condiciones de inactivacion. Asi mientras la
estabilizacién de los derivados frente a la enzima aminada y oxidada era superior a 500
veces, la estabilizacién relativa a la enzima nativa depende consideralemente de los
tratamientos realizados y de las condiciones de inactivacién. Una eleccién cuidadosa de
los métodos de modificacién y de las estrategias de estabilizacion ha permitido estabilizar
la enzima nativa mas de 20 veces frente al efecto del calor a pH 7,0.

7. La B-galactosidasa de Kluyveromyces lactis fue inmovilizada sobre soportes
glioxil-agarosa y glutaraldehido-agarosa muy activados. En ambos casos se ha logrado
estabilizar la estructura cuaternaria de la molécula de enzima ya que la inmovilizacién
ha tenido lugar a través de sus dos subunidades. Dicha estabilizacién se reflejé en un
importante aumento de la estabilidad térmica de los derivados enzimaticos. Mucho mas
espectaculares fueron los resultados obtenidos con los geles glioxil-agarosa,
probablemente por haberse prodiucido una interesante unién multipuntual involucrando
a varios residuos Lys de cada una de las subunidades de la misma molécula.
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8. Se desarrollaron diferentes estrategias para estabilizar la estructura cuaternaria
de una proteina todavia mas éompleja, la B-galactosidasa de Escherichia coli. Ciertas
inmovilizaciones involucrando la zona de la enzima mas rica en residuos carboxilo
produjeron la inmovilizacién de las cuatro subunidades. Sin embargo, la inmovilizacion
con diferente orientacién, a través de residuos de Lys o del grupo amino terminal no
ocurrieron a través de todas las subunidades y se tuvo que recurrir al entrecruzamiento
con macromoléculas polifuncionalizadas tipo dextrano como estrategia adicional de
estabilizacibn a desarrollar sobre los derivados ya inmovilizados que no tenian la
estructura cuaternaria estabilizada. En este caso la estabilizacion de la estructura
tetramérica de la enzima refleja también un interesante incremento de termoestabilidad.
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