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Absfract

Purification, Immobilization ans Stabilization of alfa-galactosidase from Thermus sp., strain T2
and the use of inmobilized enzymes for Food Processing

Enzymes exhibit excellent catalytic properties and they are potential industrial catalysts in
food technology. However, enzyme also exhibit several impartant limitations for industrial application.
In general, enzymes have to be greatly improved before their application in industrial reactors. The
preparation of new biocatalyst of alfa-galactosidase and their use in hydrolysis and transglycosilation
are reported in this pH.D. Thesis. In addition to the specific interest of alfa-galactosidase this wark
has been planned as an example useful for any enzyme suitable in Foood Processing. A thermo-
resistant enzyme from a thermophilic microorganism (Thermus sp, strain 2) was used as model and
interesting native enzyme. A set of multidisciplinary tools of enzyme engineering were here
developed:

a.- Production and over-expression of the enzyme in a GRAS mesophilic Host ( E. coli
MC2508). The levels of expression of an active and stable recombinant enzyme were optimized.

b.- Very simple protocals for enzyme purification were developed: a. the enzyme is more
thermo-resistant than most of proteing from E.coll (mainly the largest ones). b.- a large protein (eg.,
53.500 dalton alfa-galactosidase) can be purified from smaller proteins via a selective adsorption on
lowly activated anion-exchange supports.

¢.- New protocols for reversible and ieversible immabilization-stabilization of "pure alfa-
galactosidase were developed. Very active and very stable immobilized derivatives could be
obtained. A new one-step protocol for purification, immobilization and stabilization of the enzyme was
also developed.

d.- The possible dissociation of the multimeric (hexameric) structure of the enzyme was
studied. The role of dissotiation on thermal stability was also studied. By using a lowly stabilized
derivative (the enzyme immobilized on BrCN-agarose) the crosslinking of subunits with aldehyde-
dextran polymers was studied and optimized. In addition to a thermal stabilization (under certain
experimental condition) a possible delivery of enzyme subunits during food processing becomes now
impossible.

e- Hydrolysis and Transglycosilations catalyzed by immobilized-stabilized alfa-
galactosidase were also studied.
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As a consequence of this mutidisciplinary approach very active and stable alfa
galactosidase derivatives were "prepared. Derivatives preserving 80% of catalytic activity and being
500 fold more stable than & very stable soluble enzyme. These derivative were very useful for the
hydrolysis of raffinose and melibiose inliquid systems (eg., soya milk derivatives). In addition fo that ,
interesting fransglycosylations were observed when using melibiose as substrate and the best
derivatives as catalysts.




Resumg

Producgéo, Purificagdo, Imobilizagio e Estabilizagio da alfa-galactosidasa de Thermus sp.
espécie T2. para a sua utilizagio no processamento de alimentos

As enzimas possuem excelentes propriedades cataliticas como possiveis catalizadores industriais
em quimica e tecnologia de alimentos. Nao obstante, apresentam algumas limitagbes importantes
para & sua aplicacio industrial. Na imensa maioria dos casos, as enzimas devem ser rigorosamente
melhoradas para a sua aplicagdo industrial. Nesta Tese pretendemos estudar a preparagéo de
biocatalizadores de uma alfa-gactosidasa e o seu possivel uso para processos de hidrolise e
fransglicosilagdo como um exemplo de Engenharia de Biocatalizadores para Tecnologia de
Alimentos. Deste modo utilizamos de partida uma enzima muito estavel de microorganismos
termefilicos (Thermus sp.) e desenvolvemos um conjunto de ferramentas mullidisciplinares de
engenharia enzimatica, para melhorar muito mais as suas propriedades:

a.- Producgio da enzima num hospedador mesofiico e GRAS (E. coli MC 2508),
optimizando os niveis de expresséo e a producgio de uma enzima activa e estavel,

b.- Desenvolvimento de protocolos muito simples de purificacdo da enzima com vista a
uma possivel utilizagio a escala industrial: tratamento térmico (no qual a nossa enzima era a (nica
proteina de elevado peso molecular gue se mantinha solivel e intacta entre as proteinas de
E.coliMC2508) e aproveitamento do elevado peso molecular da nossa enzima (350.000 dalton) para
a sua adsorgdo selectiva sobre suportes de intercdmbio anidnico muito pouco activados.

c.- Desenvolvimento de novos métodos de imobilizag8o reversivel e imeversivel da enzima:
Métodos muito simples, com elevada retencao da actividade catalitica e com significantes aumentos
de estabilidade desta enzima naliva, ja por si, muito estavel. Neste senfido, fomos capazes de
desenvolver um novo protocolo para a purificagdo, imovilizagéo e estabilizagio da enzima num dnico
paso,

d.- Estudo da dissociacdo da estrutura multimérica da enzima e da sua influéncia sobre a
sua estabilidade em diferentes condigdes. Aplicacio de estratégias de estabilizagBo de enzimas
multiméricas imobilizadas por um enirecruzamento posterior com dextrano aldeido.

e.- Desenho de processos de hidrolise e transglicosilagao catalizados pelos melhores
derivados enzimaticos. Estudos de inibig8o por produtos da reaccdo, estudos de cursos de hidrolises
total e de producgdo de alfa-galactdsidos.
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Como consequéncia destes estudos fomos capazes de obter grandes quantidades de uma
enzima pura, muito activa e muito termorresistente. Fomos capazes de imobiliza-la com retengéo de
mais de B0 % de actividade & aumentando a sua estabilidade mais de 500 vezes. Os derivados eram
muito activos e muito estaveis a diferentes pHs e temperaturas, nao libertavam nem sequer sinais de
proteina no meio e resultaram ser muito bons catalizadores para a hidrdlise de rafinosa e melibiosa
(pe.. presentes no leite de soja). Mo caso da melibiosa, alguns derivades deram lugar a
interezsantes processos de transglicosilagao.
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Resumen

Purificacion, Inmovilizacion y Estabilizacion de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. cepa T2
para su uso en el Procesado de alimentos.

Las enzimas poseen unas excelentes propiedades cataliticas como posibles catalizadores
industriales en quimica y tecnologia de alimentos. Sin embargo poseen también importantes
limitaciones para su aplicacion industrial. En la inmensa mayoria de los casos las enzimas deben ser
nofablemente mejoradas para su aplicacion industrial. En esta Tesis pretendemos estudiar la
preparacion de biocatalizadores de una alfa-gactosidasa y su posible uso para procesos de hidrolisis
y ftrans-glicosilacion como un ejemplo de Ingenieria de Biocalalizadores para Tecnologia de
Alimentos. De este modo ufilizamos de partida una enzima de microorganismos termafilo (Themmus
sp. T2) y desarrollamos un conjunto de herramientas multidisciplinares de ingenieria enzimatica:

a.- Produccién de la enzima en un hospedador mesdfilo y GRAS (E. cofi M2508).
Optimizando los niveles de expresion y la expresion de una enzima activa y estable

b.- Desarrollo de protocolos muy sencillos de purificacion de la enzima con vistas a una
posible utilizacién a escala indusirial: tratamiento térmico (donde nuestra enzima era mucho mas
estable que las proteinas de Ecoli y especialmente las de elevado peso molecular) y
aprovechamiento del elevado peso molecular de nuestra enzima (350.000 dalton) para su adsorcién
selectiva sobre soportes de intercambio anionico muy poco activados

c.- Desarrollo de nuevos métodos de inmovilizacion reversible e imeversible de la enzima:
Métodos muy sencillos, con elevado retencién de actividad catalitica y con importantes aumentos de
la estabilidad de esta enzima nativa ya muy estable. Desarrollo de un nuevo protocolo para la
Purificacion, Inmaovilizacidn y Estabilizacidn de la Enzima en un dnico Proceso

d.- Estudio de la Disociacion de la Estructura Multimérica de la Enzima y de su influencia
sobre la Inactivacion de la enzima. Aplicacion de Estrategias de Estabilizacion de Enzimas
Multimeéricas Inmovilizadas por entrecruzamiento posterior con dextrano aldehido.

e.- Disefio de procesos de Hidrolisis y Transglicosilacion Catalizados por los mejores
derivados Enzimaticos. Estudios de Inhibicidn por productos de la reaccidn, estudios de cursos de
hidrolisis totales




Resumen

Como consecuencia de estos estudios fuimos capaces de obtener grandes cantidades de una
enzima pura muy activa y muy termo-resistente. Fuimos capaces de inmovilizarla con retencion de
mas del 80 % de actividad y aumentando su estabilidad mas de 500 veces. Los derivados sean muy
activos y muy estables a diferentes pHs y temperaturas y resultaron ser muy buenos catalizadores
para la hidrélisis de rafinosa y melibiosa (pe., presentes en la leche de soja). En el caso de la
melibiosa algunos derivados dieron lugar & interesantes procesos de transglicosilacion




Introdueciin

PURIFICACION, INMOVILIZACION Y ESTABILIZACION DE ALFA-GALACTOSIDASA DE
Thermus sp. CEPA T2: POSIBLES APLICACIONES PRACTICAS.

1. Introduccion
1.1, Las enzimas como catalizadores Industriales

Las enzimas son catalizadores muy activos, selectivos y especificos y por ello capaces de
catalizar una Gnica transformacion de un substrato complejo presente en una mezcla de substancias
similares. En principio las enzimas podrian ser capaces de catalizar miles de procesos de posible
interés industrial en condiciones experimentales y medioambientales muy suaves. Serian nuevos y
mejores catalizadores casi-ideales para el disefio de procesos industriales de guimica sostenible:
minima formacin de subproductos, ausencia de reactivos téxicos, minimos requerimientos
energéticos, reduccién de etapas de reaccion, efc.

For todo ello las enzimas presentan excelentes perspectivas de ufilizacion industrial en
Cluimica Fina y Farmacéutica, en Quimica de Alimentos, en Quimica Analitica, etc.

®)

A, B Actividad AI’ /kl\:, IA\']{’

Selectividad
G, Do E Especificidad B,C,D,E..

Condiciones suaves
de reaccion

#Quimica de alimentos

#Quimica organica y farmacéutica

#Quimica ambiental

= Biosensores

= Aprovechamiento integral de residuos agricolas

Figura 1. Las enzimas como posibles catalizadores industriales
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En el &rea de tecnologia de alimentos las enzimas presentan excelentes perspectivas de ufilizacion:

a.- Modificacion quimica de un dnico componente de un alimento (pe., hidrlisis de lactosa
en leche) en condiciones muy suaves y dejando intacios todos los deméas componentes del alimento
(proteinas, vilaminas, ete.).

b.- Sinfesis de aditivos alimentarios (para la produccién de alimentos prebioticos) sin
formacion de subproductos toxicos.

c.- Disefio de Biosensores enziméaticos para cuantificar la presencia de delerminados
compuestos en alimentos (lactosa, glucosa, glutamatos, etc.).

1.2. Limitaciones para el uso de enzimas como catalizadores industriales.

A pesar de sus excelentes propiedades cataliticas, las enzimas presentan generalmente
algunas limitaciones para su uso industrial, debido a su origen biologico. Asi, a lo largo de la
evolucion las enzimas se han ido optimizando para cumplir mejor su papel fisiologico y no para ser
utilizadas en reaclores indusiriales. Las enzimas son catalizadores solubles, generalmente
inestables, inhibibles por substratos y productos de la reaccidn y optimizadas para catalizar las
reacciones en el sentido de mayor interés biologico y actuando sobre substratos naturales en
condiciones fisioldgicas. Cuando queremos ufilizarlas como catalizadores Industriales (pe., en
reactores continuos) nos interesa que las enzimas sean catalizadores heterogeneos, que sean muy
estables, que no sin sufran ningdn tipo de inhibicion y que sean capaces de calalizar reacciones en
el sentido de interés industrial (p.e., sintesis en lugar de hidrdlisis) sobre substratos no naturales y en

condiciones de reaccion inocuas pero a veces no convencionales,
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Caracteristicas no adecuadas Caractenisticas ideales para
para su uso industrial su uso industrial
eCaializadores solubles @(Calalizador heterogénen
@Catalizadores inestables #Eziables
®lnhibicion por sustratos y productos &No inhibicidn
e5Susiratos naturales @Reaccionas no fisiolbgicas
eCondicionas fisiclogicas @Sustratos no naturales
#Medios na convencionales
Sustralos
#
[ —
-
\ a2 2
Excalentes propiedades cataliicas -~ de ,'..I
- 1y
X . &5 Fo
Engifras deben ser majorades _'..‘, '.';r '=
T —
W
Froductos

Figura 2. Propiedades cataliticas de las enzimas
1.3. Ingenieria enziméatica

Podemos considerar la Ingenieria Enzimatica como el conjunto de todo tipo de técnicas
gue nos permitan mejorar las posibilidades de ulilizacion industrial de las enzimas, En principio es
una disciplina ampliamente multidisciplinar ya que incluye técnicas de Microbiologia, Biologia
Molecular, Bioquimica, Ciencia de Materiales, Quimica-Fisica de Proteinas, Quimica Orgéanica,
Ingenieria Quimica, etc. En la presente Tesis Doctoral se abordan cinco problematicas de Ingenieria
Enzimética diferentas que vamos a comentar a continuacion:

a.- Expresion de una alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 en Escherichia coli. Esto nos
permite obtener grandes canfidades de enzima (enfre un 5 y un 10 % del total de proteinas
intracelulares) baratas y faciles de purificar.

b.- Purificacion de la enzima.- La posibilidad de utilizar enzimas puras y baratas es una
herramienta fundamental dentro de la Ingenieria de Procesos Quimices Catalizados por Enzimas
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(mucho mas alla de su propio inferés en Bioquimica). La ausencia de ofras enzimas nos permite
evitar procesos indeseables (pe., en quimica de alimentos). Ademas de la enzima de interés (en este
caso una alfa-galactosidasa) un extracto crudo de E. coli puede tener hidrolasas, oxidasas, efc. que
provoquen modificaciones indeseables en el alimento que vamos a tratar. Por ofro lado al utilizar
enzima pura podremaos preparar derivados inmovilizados muy aclivos donde toda la superficie del
soporte este completamente tapizeda Unicamente por la enzima de interés. Esto nos permite reducir
el volumen de catalizador utilizado y simplificar el disefio del reactor.

¢.- Inmovilizacién:- la conversion de la enzima soluble en un catalizador heterogéneo es
clave para rehusar el catalizador durante numerosos ciclos de reaccion (abaratamiento del procesa),
para separar facilmente la enzima del alimento que vamos a ingerir e incluso para disefiar reactores
&n conlinuo que presentan enormes ventajas tecnoldgicas para el ratamiento de grandes volimenes

de reaccion.

d.- Inmovilzacion-Estabilidad-Estabilizacion.- La inmovilizacion de enzimas esta
intimamente ligada con su estabilidad. Precisamente las inmovilizamos para reusar, pero solo se
pueden rausar si son muy estables. Asi pues, la disponibilidad de enzimas muy estables (p.e.,
procedentes de microorganismo termdfilos) y la asociacién de los procesos de inmovilizacién con
estrategias de estabilizacian adicional nos permiten aumentar significativamente las posibilidades de
utilizacion industrial de las enzimas.

e.- Disefio de la Reaccién.- Una vez que disponemos de derivados barafos, activos y
estables de las enzimas de interés tenemos que disefar las mejores condiciones de reaccion (pH,
temperatura, etc) para optimizar actividad, estabilidad, ausencia de inhibiciones, etc. En el caso de la
quimica de alimentos, es bastante importante el hecho de poder ftrabajar a temperaturas
moderadamente altas para evitar contaminaciones microbianas (un alimento seria un caldo de
cultive muy interesante para numerosos microorganismos), Tampoco podemos utilizar pHs extremos
(incluso aunque las enzimas fuesen muy estables), ya que no nos interesa dafiar en absoluto
ninguno de los compenentes del alimento. Por otro lade, ademéas de la reaccion “natural’ de la
enzima (p.e., hidrélisis catalizada por alfa-galactosidasas) nos puede interesar el disefio de nuevos
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procesos para los que la enzima no estaba disefiada biolégicamente (p.e. reacciones de
transglicosilacion). Ahora tendremos que estudiar qué derivados y qué condiciones experimentales

son los mejores para catalizar estos nuevos procesos.

Ingenieria Enzimatica: Muchas Herramientas, Multidisciplinar e Integrado

#Microbiologia
#Biclogia molecular
eBioquimica
eIngenieria bioquimica
eIngenieria quimica
®Quimica organica

@ Electroquimica

1.4. Utilizacién de enzimas de microorganismos termofilos
Los componentes celulares (pe., las enzimas) de los microorganismos termorresistentes son también
termorresistentes. Esta termoestabilidad estd muchas veces relacionada tambien con una mayor
estabilidad frente a cualquier agente distorsionante (pH, codisolventes, etc). Por fodo ello, las
enzimas de microorganismos terméfilos (cuando son tambign muy activas) presentan un gran interés
para ser usadas como catalizadores industriales, por ejemplo en el area de la tecnologia de
alimentos. Los microorganismos terméfilos son aquellos microbios que necesitan para desarrollar
sus actividades fisiclbgicas temperaturas superiores a 50°C.(Haki et al, 2003).

Parque Macional
Yellowstone, EEUU con
aguas termales

microorganismos

Thermus sp. T2

Figura 3. Geiser en &l

calientes, de donde se
retird la muestra de
agua conteniendo

axtremdfilos y de ellos
se aisld la cepa de
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Los que han de crecer entre 80 y 115°C son conocidos como hiperterméfilos. Las enzimas
termoestables, gracias al ingente conocimiento disponible sobre muchas de ellas, tanto en relacién a
sU origen como a su modo y caracteristicas de empleo, son cada vez mas interesantes para |a
industria agroalimentaria. El avance en lo que a nimera de microbios termofilicos aislados se refiere,
ha sido una de las causas fundamentales de la posibilidad de emplec de nuevas enzimas. (Herbert
and Sharp, 1992).

La enzima termomesistente mas utilizada en la industria agroalimentaria es la amilasa, necesaria
para la industria del almidén. También han sido utilizadas enzimas termorresistentes en procesos
industrizles relacionados con la alimentacian, tales como en la sintesis de aminoacidos. (Sarikaya y
col. 2000; Satosi y col, 2001). También podrian ser bastante Utiles tanto beta-galactosidasas
(hidrélisis de lactosa, sintesis de oligosacaridos, elc) como la alfa-galactosidasa que se propone en

la presente Tesis Doctoral,

Figura 4. Thermus
sp. En imagen tomada
mediante la técnica de
microscopia electronica
de barrido (*Scanning
electrén microscopy”)
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1.5. Enzimas recombinantes para el procesado de alimentos

La produccion de enzimas mediante el empleo de microorganismos recombinantes permite
la obtencién de enzimas sin necesidad de contar con la cepa salvaje, lo que hace incluso posible
fabricar enzimas de microorganismas no cultivables, extrayendo su ADN y trabajando a partir de él.
Cuando se utilizan enzimas solubles en agroalimentacién, la enzima recombinante, como cualquier
ofra proteina, es degradada y metabolizada tras su ingestion. For ello aungue la enzima esté
expresada en microorganismos seguros tenemos que estar seguros de que la enzima recombinante
no produce alergenicidad, (Kumar y Nussinov, 2001); Zofia y col. 2008).

La primera enzima utilizada en procesado de alimentos data de 1874, cuando el cientifico
danés Christian Hansen exirajo |a renina (quimosina) del estémago de las vacas, para su empleo en
|a industria quesera, (Nielsen y col. 1994). Precisamente la quimosina es producida en la actualidad
mediante ingenieria genética, en la cepa Escherichia coli K-12, cuyo genoma contiene clonada la
proquimosina bovina y ha llegado a ser la primera enzima recombinante aprobada por la FDA, para
su empleo en la industria alimentaria y por tanto considerada como GRAS (Generally recognized as
safe). (Flamm, 1991). La regulacion GRAS, que es la mas importante sobre garantia de calidad
higiénico-sanitaria y, por tanto, de seguridad de un ingrediente alimentario (Gaynor, 2008).

La bisqueda del huésped adecuado, la construccidn del vector de interés, la
transformacion del huésped con la incorporacion a su genoma de la proteina clonada, son las etapas
que se siguen de ordinario en este tipo de desarrollos. Suelen ser huéspedes recomendables
aquellos para los cuales existan herramientas moleculares en cantidad suficiente para optar por la
mejor de ellas, y ademas es recomendable que no sean patégenos ni alterantes. es decir GRAS,
como lo son los hangos Aspergillus oryzae y A. Niger, o la bacteria Escherichia colf K-12 y sus cepas
derivadas. (hip:www.cfsan.fda.qoy). Esta bacteria, en vez de secretar la enzima al medio, lo que
hace es acumularla en su interior. En 1990, la FDA afimo que la quimosina bovina producida en E.

coli K-12 era apta para su uso en alimentacion y ello supuso un auténtico hito en la comercializacion
de enzimas recombinantes, dada la dureza y exigencia del protocolo a superar. (Flamm, 1991). Las
evidencias bibliograficas indicaban ya que E. coli K-12 era un microorganismo Sequro porque sus
més de 30 afios de empleo como herramienta biotecnoldgica no habia producido jamés un caso de
dafioc a humanos. Su genoma fue secuenciado en 1997. (Blattner, y col. 1997). E. coli MC1116,
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cepa utilizada en esta tesis como hospedador hetertlogo de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2
es una cepa derivada de Escherichia coli K-12.

1.6. Utilizacién de enzimas recombinantes purificadas, inmovilizadas y estabilizadas

Cuande producimos una enzima recombinante en un microorganismo GRAS y posteriormente |a
purificamos a homogeneidad, la Gnica fuente de alergenicidad es la enzima recombinante. Cuando
gsta enzima se usa inmovilizada covalentemente (a través de enlaces irreversibles y estables) para
modificar alimentos liquidos, las posibilidades de reacciones alérgicas son practicamente nulas,
Incluso, si la enzima es multimérica hemos de aseguramos que todas las subunidades estan
inmaovilizadas sobre el soporte o entrecruzadas guimicamente entre si. En este caso la seguridad del
tratamiento de alimentos con este tipo de derivados enzimaticos es fotal. (Pessela, 2002; Mateo y
col, 2004; Dong y col. 1897; Velikodvorskaya y col. 1997),

1.7. La alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 en tecnologia de alimentos

Dentro de las lineas de aplicaciones agroalimentarias de las enzimas es impartante la que
esta relacionada con los tratamientos de productos vegetales. Por ejemplo, las leguminosas son una
fuente de alimentacion importante tanto para el hombre como para los animales, ya que a partir de
ellas se obtienen preparados (harinas, papillas, leche de soja), algunos de los cuales tiene una
importancia especial en alimentacion infantil y geridtrica. Las leguminosas, contienen cligosacaridos,
como melibiosa, rafinosa y estaquiosa, dificimente metabolizables por el ser humano, ya que carece
de la alfa-{1-6)-galactosidasa en el intestino humano o de animales monogastricos. Los alfa-
galactsidos no hidrolizados llegan al intesting grueso, donde sufren la fermentacién anaerobia,
produciendo didxido de carbono, hidrégeno y trazas de metano, que son el origen de la flatulencia.
La presencia de estos compuestos en productos derivados de las leguminosas tales como papillas,
puede reducirse mediante tratamiento con alfs-gactosidasas solubles. En el caso de almentos
liquidos, como la cada vez mas popular leche de soja, la eliminacion de oligosacéridos con alfa-
galactosidasa inmovilizada podria ser muy interesante. Guimaraes y col. 2001 y 2006; Kotwal, y col.
1998; (Gote y col. 2004).

g
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También se aplica la alfa-galactosidasa para |a hidrélisis de los mencionados azdcares en
otras materias primas de la industria alimentaria como la melaza de remolacha. La eliminacion de la
D-rafinosa en las melazas de remolacha mediante alfa-galactosidasas se ha empleado para facilitar
la cristalizacion de la sacarosa, y por consiguiente, el rendimiento global del proceso. La enzima alfa-
galactosidasa ademas, esta implicada en la maduracién de frufos y en la elaboracion de fibra con
interés nutracéutico, tanto en diabetes como en dietas de adelgazamiento (Vuorinen, y col. 1992).

En la presente Tesis Doctoral utilizaremos una alfa-galactosidasa obienida de la cepa
Thermus sp. T2 que se aisld en aguas fermales del Parque Nacional de Yellowstone. Esta cepa
mostrd una temperatura dptima de crecimiento de 70°C, en agitacion y pH 7,7. La cepa, por sus
caracteristicas morfoldgicas y de cultivo, pertenece a la especie Thermus agualicus, (nica especie
reconocida de este género y se encuentra depositada en la Coleccidn Americana de Cultivos Tipo
(ATCC 27737). Laenzima se expresd en el hospedador E. coli MC 28035, que es una cepa derivada
de Escherichia coli K-12 y por tanto un microorganismo GRAS.



Dbjativas

2. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta Tesis DOCTORAL es el desarrollo de heramientas
multidisciplinares para el disefio de biocatalizadores muy acfivos y muy estables de la alfa-
galactosidasa de Thermus sp. T2 y su evaluacion como posible catalizador industrial tanto para a
hidrélisis de oligosacaridos en alimentos liquidos como para la sintesis de oligosacaridos de caracter

prebictico.

Este objetivo principal incluye los siguientes sub-cbjetivos

a.- expresion de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 en el hospedador GRAS E.col
MC2805
b.- purificacién de la enzima basandonos en
1.- su resistencia al calor comparada con las proteinas de E.coli
2.- su gran tamafio comparado con las proteinas de E.colf resistentes al calor
c.- Inmovilizacion-estabilizacién por adsorcidn reversible muy intensa
d.- inmovilizacion-estabilizacién por unidn covalente mulipuntual a través de diferentes
regiones de la enzima
e.- estabilizacidn de la estructura cuaternaria de la enzima inmovilizada
f- desarrollo de una nueva esfrategia de purificacion, inmovilizacion reversible y
estabilizacion de la enzima
.- disefio de reacciones de hidrolisis y transglicosilacién de rafinosa y melibiosa usando
los mejores derivados inmovilizados y estabilizados (comparandolos con la enzima soluble).

Independientemente del indudable interés industrial de la alfa-galactosidasa en esta Tesis

Doctoral pretendemos desarollar estrategias generales de preparacion de biocatalizadores
enzimaticos muy actives, muy estables y muy dtiles en quimica de alimentos,
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. MATERIALES

Proveedor, pais

Enzima, plasmidos y sustratos

Coli Genetic Stock Center, University
af Yale

cepa Escherichia coli MC 2508

Roche Molecular Diagnostics, EEUU | Enzimas de restriccion =]
cedido por el Or Y. Koyama, Japon pO5105
pIN-lll-lppPi-A3

Sigma-Aldrich (5t. Louis, MO, EEUU)

p-nitrafenil-o-D-galactopirandsido, p-nitrofenil-a-D-
maltdsido, p-nitrofenil-B-D-galactopirandsida, p-nitrofenil-
a-D-glucopirandsido, p-nitrofenil-p-D-glucopirandsido, p-
nitrofenil-a-D-xilopirandsido, p-nitrofenil-a -D-
mannopirandsido y p-nitrofenil-p -D-mannopirandsida,
melibioza, rafinosa, galactosa, sacarosa y glucosa,

Proveedor, pais

Soportes

Hispanagar 5.A. (Burgos, Espafia)

Agarosa 4ECL

Amershan Bioscience (Uppsala,
Suecia)

Agarosa 4BCL activada con bromuro de clanbgeno

Resindion 5. R. L. Mitsubishi
Chemical Co. (Milan,Italia)

Sepabeads-epoxido (EC-EP) ; Sepabeads-amino
epdxido (EC-HFA1).

GE Healthcare (Suecia)

DEAE-cefarosa y carboximetil-agarosa.

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU) | Dexirano sulfato
Proveedor, pais Otros reactivos
Merk (Darmstadt, Alemania) Imidazol

Anfibidticos S.A. (Burgos, Espafia)

Ampicilina y clorafenicol

Fluka (Neu Ulm, Germany)

Etilendiamina, etanolamina, NaBHs, peryodato de sodio,
glutaraldehido 25%, polietilenimina 25 y 600-1000 kDa,
&cido iminodiacético (IDA), dextranos deLeuconostoc
mesenteroides diferentes pesos moleculares y CuS04.

Panreac Cuimica 5.4, (Espaiia)

NaCl (Barcelona, espafia)

Pierce (Rockford, Il, EEUU)

Reactivo de Bradford, reactive Coomasia Brillant Blug

Bio-Rad (Hercules, CA, EEUU)

Solucion de 30% de acrilamidalbisacrilamida y
bisacrilamida al 2%

| Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU)

Glicina

Provedor, pais

INSTRUMENTOS MAS USADOS

BECKMAN INSTRUMENTS, INC.
Calif., EEUU

Centrifugadora, Beckman Coulter Avanti J-25

Botimingen, CA, USA

Incubadora, Unitron AJ200 shaker, Infors AG,

J.P. Belacta 5.A., Barcelona, Espafia

Banho termostatizado
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Shimadzu Corporation.Tokyo, Japon | Espectrofotdmetro, Shimadzu UV-1201V

J.P. Selecta 5.A., Barcelona, Espafia | Agitador rotatorio (Movil-Rod) por rulos de doble
movimiente de rotacian y balancin - Sin calefaccion

Hitachi kaki Co., Ltd., Tokyo, Japén Micro-centrifugadora, Millipore

Crison Instruments, Barcelona, Medidor de pH, micro pH 2001 “CRISON"
Espafia
Pharmacia Biotech LKB Electrophoresis Power Supply EPS 600

Biotechnology, Uppsala, Sweden

LC, Lab-Center, 5.L. (Labartechnik Agitador de palas
Staufen, Alemania)

American Instrument Co. Inc., Prensa de French
Maryland, EEUU

3.2. METODOS

3,21, Condiciones de crecimiento y otros procedimientos
Todos los resultados presentados en esta memoria, posteriores al clonaje, representan
valares promedios de, al menos tres experimentos, y en todos los casos, el error experimental nunca
fue superior al 5%.

La cepa Escherichia coli MC 2508 (Scmitt, 1968), interesante por carecer de aclividad o-
galactosidasa debido a llevar la mutacion meld, nimero referencia 4926 del Coli Genetic Stock
Center, University of Yale), fue usada para llevar a cabo los experimentos de clonacion y expresion
de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2, Los plasmidos usades fueron pOS105 amablemente
cedido por el Dr Y. Koyama (1990) y pIN-lll-Ipp?s-A3 (Inouye e Inouye, 1985),que incorpora los sitios
de rstriccian Xbal y EcoRI imprescindibles para el clonaje del gen agl, el gen de resistencia a
ampicilina Ap® que sirve para seleccionae transformantes, y los promotores de hiperexpresion IppP-
lacP®. Los cultives microbianos necesarios se realizaron en calde o agar Luria Bertani (LB},
suplemento con 150 microgramos por Ml de ampicilina, incubando a una temperatura de 37°C,
durante 12 horas y con agitacién de con agitacion de 200 rpm en un agitador incubador (Unitron,
Infars, Suiza). Los microorganismos fueron recolectados por centrifugacién (Beckman. Instruments,
Inc., Fullerton, Calif. EEUU), resuspendidos posteriormente en 50 ml de tampon fosfato 50 mM pH
7, con postarior ruptura celular en Prensa French (Pessela y col., 2003).
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3.2.2. Medios de cultivo

Las cepas bacterianas fueron conservadas en caldo LB con 20% (v/v} de glicerol a - 70 °C.
En el momento de inocularlas, se descongelaron y se incubaron en calda LB ( Unieron, Infors, Suiza)
a 37 °C con 200 rpm de agitacion. La esterilizacion de los medios de cultivo se llevd a cabo por
tratamiento térmico en autoclave (Autoterm, Selecta, Espafia) a 121 °C durante 20 minutos.

Luria-Bertani (LB) [Sambrook y col., 1989):

Se ufilizd como medio de crecimiento habitual de las cepas, los sigulentes compuestos
adicionado de los correspondientes compuestos antimicrobianas, ampicilin® (Miller, 1972).

Extracto de levadura (Difco) 0,5% (piv)
Bacto-triptona(Difca) 1% (phv)
Clorurg stdico 1%6(p/v)
Agua destilada - 950 mi.

El medio slido agar LB se prepard afhadiendo Bacto-agar (Difco) a una concentracion final
de 2% (p/v). Para la seleccion de transformantes se afadio a este medio ampicilina (Sigma-Aldrich,
EEUU) en una concentracion final de 150 pg/ml.

3.2.3. Clonaje y secuenciacion

Los métodos utilizados siguieron en general protocolos convencionales (Sambrook y col.
1989). La secuenciacion del ADN se realizd con un kit PRISM [ Applied Biosystems), y un
secuenciador automatico modelo 377 de la misma casa comercial, usando plasmidos de doble
cadena como moldes, y oligonucledtidos universales o especificos como cebadores.

La amplificacion por PCR del gen agid se llevé a cabo utiizando 0.5 unidades de Tag
polimerasa (Perkin Elmer, EEUU), 10 nanogramos del plasmido p0S105, 0.25 pmoles de cada
cebador sintético, 25 pmoles de cada dNTP y 2 mM de MgClz, en el tampdn suministrado por el
fabricante. La amplificacidn se efectud con un ciclo de 0.5 min de desnaturalizacion a 95°C, 0.5 min
de anillamiento & 52°C y 2.5 min repetidos 30 veces para extension a 72°C con la polimerasa, con
extension adicional a 72°C durante ¥ min, en un termociclador comercial (GeneAmp® PCR System
2400, Perkin-Elmer). Los oligonucledtidos sintéticos utilizados para la amplificacion por PCR fueron
5'AGT (Bonsai Technologies, Espaiia)
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(5-GCTCTAGAGGGTATTACATATGTCGACTGTACTGGGGGGCTTGG-3), (Bonsai
Technologies, Espafia) que presenta el sitio de restriccion Xbal subrayado y el codon de inicio en
negrita, y el olige NEBL (5-GTAAAACGACGGCCAGT-3') #1211 (cebador “forward” M13/pUC, New
England Biolabs, Beverly, Massachusets, USA). Se comprobd la insercion commecta del producto PCR
en la expresion del vector pIN-Ill-lppP-A3 para la construccion de pAGT1, mediante andlisis de
secuencia de nucledtidos con un termociclador gene Amp PCR System 2400 (Perkin Elmer EEUU).

Para la purificacion de fragmentos de ADN a partir de las electroforesis de ADN en geles de
agarosa, se empled el kit basado en la beta-agarasa de New England Biolabs. El X-Gal y el IPTG,

necesanos para la saleccion de transformantes, se adquirieron de Sigma-Aldrich Inc. Alemania,

3.2.4. Ensayos de actividad enzimética

3.2.4.1. Determinacion de la actividad alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2

La actividad alfa-galactosidasa se midio espectrofotométricamente de forma continua, por el
incremento de la absorbancia 2 405 nm provocada por la hidrolisis del pNPG a una concentracion de
4 mg/ml, disuelto en tampdn fosfato sédico pH 7 a 25 y 60 °C, (coeficiente de extincion molar,
previamente calculado igual a 10310 mol! cm-' & pH 7). Tedos los datos se registraron durante la
parte lineal de la reaccién. También se utilizaron como substratos de la enzima p-nitrofenil-alfa-D-
glucopirandsido, p-nitrafenil-beta-D-glucopiranoside, p-nitrofenil-alfa-D-xilopirandsido,  p-nitrofenil-
alfa-D-maltopirantsida y p-nitrofenil-alfa-D-manapirandsido, para estudiar otros pardmetros cinéticos.
La concentracion de proteinas fue estimada mediante el método de Bradford (1976), usando comao
proteina estandar albimina de suero bovino (BSA).

Para la determinacién de la actividad enzimatica se empled un equipo como el que aparece
en la figura 1 y la actividad fue calculada seguln |a ecuacion siguiente:

Donde:
Az actividad enzimatica (Uiml)
A: absorbancia (Unidades de absorbancia /

A 10 Mrd min)
B = — Vr: velumen total de cubeta (ml)
£ d: dilucian
£46 coaficiante de extincidn malar { 10310 mol
Temet)

L: longitud de paso de luz (cm)
Vi: volumen da muestra (ml}
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Figura 5, Espectrofotdmetro UV-Visible para medidas de actividad enzimatica: modelo UV-1601 de
SHIMADZU, provisto de agitacién y termostatizacion.

La unidad de actividad alfa-galactosidasa, se definid como la cantidad de enzima que libera 1
umal de sustrato hidrolizado por minuto y por miligramo de proteina en las condiciones de ensayo
estandarizadas,

3.2.5. Caracterizacion bioguimica de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2

3.2.5.1. Efecto del pH y la temperatura en la actividad enziméatica

La influenciza del pH sobre la actividad enzimética de |a alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2
fue determinada utilizando tampones en un rango de pH de 4 a 10, usando 50 mM tampon citrato
sodico, (pH 4-5); tampén fosfato sodico, (pH 6-8) y tampdn borato sédico, (pH 9-10). Para &l estudio
de la dependencia de la actividad enzimatica con pH, inicialmente se calcularon, para cada pH, los
respectivos coeficientes de extincidn molar, que vienen definidas mediante la ecuacion anteriorments
axpuesta.

Este pardmetro se determind ensayando alicuctas del extracto enzimético disuelto en tampdn
fosfato sodico pH 7 y a temperaturas comprendidas entre los 40 y 90 °C, durante diferentes
intervalos de tismpo respectivamente. La estabilidad de la enzima se midid en forma de actividad
residual tras |a incubacion del extracto enzimatico en ausencia de sustrato a 70, 80 y 80 °C, para
diferentes intervalos de tiempo. La actividad alfa-galactosidasa final fue medida a pH 7.0 y 25°C,
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3.2.6. Estudios cinéticos

3.2.6.1. Determinacién de las propiedades cinéticas

Los experimentos para determinar las constantes cinéticas se llevaron a cabo usando
disoluciones de pNPG, en tampon fosfato sodico a 50 mM y pH 7. Las concentracienes de sustrato
usadas, estuvieron en un rango entre 1 a2 30 mM y a temperaturas de 50 y 60 °C, en bafio
termostatizado. Cuando se determinaron estos pardmetros usando la enzima inmovilizada, fueron
utilizados soportes con una carga enzimatica situada entorno a 2-3 Uiml, con la intencién de prevenir
posibles inconvenientes de difusion. Los valores de K y Vimes, fueron determinados por analisis de
regresién no lineal utilizando procedimientos de Lineweaver-Burk (1834), y para la determinacion de
las constantas de inhibicion se usd el método descrito por Cabaille y Combs, (1995).

3.2.7. Purificacion de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2

3.2.7.1. Purificacién por tratamiento térmico del extracto enzimético

El extracto crudo conteniendo la enzima alfa-galactosidasa clonada en el plasmido pAGT1 &
hiperproducida en K12, fue inicialmente calentado a 65 °C durante 30 minutos, valiéndonos en esle
caso, de la termoestabilidad de la enzima. El precipitado, formado per desnaturalizacion de un gran
porcentaje de las proteinas no termofilas, fue eliminade por cenfrifugacion y descartado. El
sobrenadante, en el cual se suponia habria de estar la alfa-galactosidasa parcialmente purificada por
el ratamiento térmico, fue recogido y sometido a posteriores ensayos para su caraclerizacion

bioguimica.

3.2.7.2. Purificacién por adsorcién a soportes MANAE-agarosa con distinto grado de
activacion

Para los ensayos de purificacién por este método, se siguid un procedimiento recientemente
desarrolladn por Pessela y col. (2004a y 2004b). 10 ml de agarosa 4BCL conteniendo la cantidad
deseada de grupos glioxil, se suspendieron en 90 ml de efilendiamina 2M pH 10,05 y se
mantuvieron en agitacidn (agitador rotatorio por rulos) durante 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente se le afiadisron 1 g de borohidruro de sodio sdlido, y esta suspensitn se dejd en
agitacion (agitador de palas) a temperatura ambiente durante 2 horas aproximadamente. Los
soportes reducidos se filtraron (placas de filtracién a presion)  y se lavaron secuencialmente con
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100 ml de tampon acetato sodico, pH 4, 100 mi de tampon borato sédico, pH 9 y finalmente con
aproximadamente 1 L de agua destilada. La conversion total de los grupos glioxil en grupos amino
permite tener una concentracion de grupes amino correspondientes al numero inicial de grupos

glioxil presentes en la agarosa.

3.27.21. Adsorcion de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 sobre soportes
MANAE-agarosa

10 ml de una suspension enzimética (0,5 mg de proteina/ml, disuelta en tampén fosfato
sodico 5 mM y pH 7) fueron ofrecidos a 1g de soporte amino-agarosa con diferente grado de
activacian (1; 2,5; 5; 20 y 40 ymoles de grupos amino por gramo de soporte (Pessela y col., 2004 A
y B). Durante el proceso de adsorcién, a intervalos de tiempo definidos, alicuotas del sobrenadante
fueron retiradas de la mezcla en agitacion continua a 25 °C y posteriormente medida su actividad
enzimatica residual, de acuerdo a procedimientos comentados en el apartado 2.7.2. Cuando se
comprobé la adsorcidn total de la enzima al soporte (desaparicion total de actividad enzimatica en el
sobrenadante), el soporte se filtrd y se lavd asbundantemente con agua destilada. Este
procedimiento, fue aplicado de manera similar, en todos y cada uno de los soportes MANAE-

agarosa.

3.2.7.3.- Desorcién de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 previamente adsorbida
sobre soporte MANAE-agarosa

Para la desorcidn de la enzima previamente adsorbida a los diferentes soportes amino, los
soportes fueron incubados con un gradiente creciente de NaCl, y la enzima desorbida en cada caso,
fue medida de acuerdo a los procedimientos anteriormente descritos, y paralelamente fue
determinada la concentracidn total de proteinas tras su purificacion. Finalmente se analizaron por
SDS5-PAGE el grado de pureza alcanzado en cada caso. Asi, a 1 gramo del soporte con la enzima
adsorbida fue resuspendido en 5 ml de tampon fosfato sodico 5 mM y pH 7. Entonces, diferentes
concentraciones de NaCl se fueron afiadiendo, tras la cual, se deja el sistema en agitacion (agitador
rotatorio por rulos), por lo menos durante 30 minutos. Pasado ese tiempo, la actividad alfa-
galactosidasa fue medida espectrofotométricamente tal como se expuso anteriormente o, en su
caso, la cuantificacion de I concentracién de proteinas por el método de Bradford. Se cuantificd la
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actividad enzimatica y la concentracién de proteinas, tanto en el sobrenadante como en la
suspension, para evaluar el grado de desorcion de la enzima del soporte. Paralelamente a este
proceso, Una muestra con la enzima soluble en las mismas condiciones, fue sometida al mismo
procaso, con intencion de estudiar el efecto que pudiera tener |a sal en la actividad de la enzima.

3.2.8. Purificacion de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 por adsorcién a
diferentes soportes sepabeads previamente activados con grupos IDA

Diferentes soportes comerciales tipo sepabeads, activados con acido iminodiacetico (IDA),
fueron usados (soportes: sepabeads FP-IDA, FP-IDA3 y EB-IDA) generosamente donados por la
casa Resindion S.R.L (Milan, ltalia). 2 g de cada uno de los soportes con grupos IDA, se les hizo
reaccionar con 10 ml de soluciones de CuSQa (|l) penta-hidratado y con solucion de NiSO4 (11} hexa-
hidratado, adquiridos de Fluka (Buchs, Switzerland). Durante el proceso de adsorcidn fueron usadas
diferantes concentraciones de imidazol.

3.281. Preparacién de los diferentes soportes sepabeads-IDA-Cu?* y sepabeads-
Ni2*- Quelaio

2 g de los diferentes soportes comerciales sepabeads-IDA fueron incubados en soluciones
conteniendo 5 mg/ml de CuS0: (I1) y NiS0a (1), Estas suspensiones fueron mantenidas en agitacian
{Mavil-Rod, J.P. Selecta, 5.A., Barcelona) a temperatura ambiente durante aproximadamente 2
horas, tras las cuales, los soportes fueron exhaustivamente lavados con agua destilada para eliminar
posibles restos de sales de metales que no hubiesen reaccionado con los soportes.

3. 2.8. 2. Caracterizacion Fisico-Quimica de los soportes sepabeads-IDA-Me*

3.2.8.2.1. Determinacion de la concentracién de iones metélicos

La concantracian de iones metalicos (de Cobre y Niguel), en los suportes sepabeads quelato
fue determinada por espectroscopia de emision atémica en un equipe Perkin-Elmer 3300 DV
foptima. Los soportes fueron filtrados en placas (POBEL TANGANICA) a presién y posteriormente
secados en un hormo (WTC blinder, Tuttlinger, Germany) a 110 *C durante 24 horas. Posteriormente,
a 100 mg de cada soporte (sepabeads-IDA-metal-epoxido)se les afiadio 2 ml de acido nitrico, 1 ml
de HCI, y finalmente 0,5 ml de Hz0:. La mezcla fue llevada en un reactor microondas PTFE MDS3-
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2000 (CEM) durante 55 minutos, escalando |a potencia desde 0 hasta 500 W. Finalmente, las
muestras fueron disueltas con agua destilada hasta un volumen final de 10 ml. La cantidad de iones
metalicos fue medida entonces a 324,6 nm (Shimadzu UV-vis 1240, Japdn).

3.2.8.2.2. Determinacién del tamafio de los poros y la distribucién de los mismos en el
soporte sepabeads-EB-Me*-quelato

Para la determinacién de la capacidad de carga y del tamafio de los poros de los soportes
sepabeads-EB-1DA quelato, se usaron técnicas de isotermas de adsorcidn-dasorcién de nitrogeno en
un equipo TRISTAR 3000 de Micrometics a 77 K. De este medo, 0,2 g del soporte fue desgasificado
a 30 °C durante 72 horas. Tanto el diémetro, como la superficie de distribucion del poro, fue
determinada de acuerdo el método BJH descrito por Barret (1951).

3.2.8.23. Adsorcion de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 sobre soportes
sepabeads-IDA-metal

10 ml de una solucién de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 sobre-expresada en E.coli
{MC 2508), a una concentracion de Smg/ml (libre de DNA), en tampdn fosfato sédico a pH 7 y 100
mM de NaCl, fue ofrecido 1 g a cada uno de los diferentes soportes sepabeads-IDA-metal (EB; FP y
IDA3). Simulténeaments, durante la adsorcidn, diferentes concentraciones de imidazol se les fue
afiadiendo a cada uno de los soportes. Para prevenir problemas de difusién, solamente fueron
preparados con apraximadaments 10 unidades de enzima por g de soporte. Durante la adsorcion,
alicuntas de |a solucion enziméatica, fueron retiradas a diferentes tiempos, tanto de la suspension
como de los sobrenadantes, para medir tanto la actividad enzimética como la concenfracién de

proteinas.

3.2.8.2.4. Desorcion de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 adsorbida a soportes
sepabeads-IDA-Metal

1 g de cada uno de los soportes con la enzima alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2
adsorbida, fue suspendido en 5 ml de tampon fosfato sddico 5 mM pH 7 y 25 °C. Progresivamente,
concentraciones de imidazol fueron afadidas a los soportes. Los sobrenadanies se retiraron a

intervalos de tiempo de 30 minutos, y se analizé, tanto la actividad enzimatica come la concentracion
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de proteinas.
Paralelamente, a una solucidn de referencia con la enzima soluble, se le fug dando el mismo
tratamiento, con la finalidad de detectar posibles efectos que podria tener el imidazol en la actividad

enzimatica.

3.2.9.- Analisis por SDS-PAGE

Las electroforesis de las distintas muestras se realizaron en condiciones desnaturalizantes
segin los métodos descritos por Laemmli (1970). Las preparaciones enzimaticas asi como los
diferentes inmovilizados sobre diferentes soportes, fueron hervidos durante 5 minutos en presencia
de tampén de ruptura (Tris-HCL 62,5 mM pH 6,8; SDS al 2%, beta-mercaptoetanol 5%, glicerel 10%
y azul de bromofenol al 0,005%). Este tratamienio no es capaz de romper los enlaces aminos
secundarios formados entre la proteina y el soporte (Blanco y col. 1989), pero es capaz de liberar
cualquier subunidad enzimatica que no haya sido covalentemente unida al soporte (Fernandez-
Lafuente y col, 1999). Las soluciones enzimaticas asi traladas y los sobrenadantes de las
suspensiones fueron analizadas por SDS-PAGE y tefiidos usando azul brillante de Coomasie R250
(Swank y Munkers, 1971) 6 tincion de plata (Marchall., 1984).

3.2.10. Andligis por filtracién en gel

Los experimentos de filracion en gel, se llevaron a cabo usando una columna empaquetada
con geles de agarosa 4BCL, con un volumen de 100 ml. El tampén de elucion usado fue fosfato de
sodio 50 mM y pH 7. Todas las separaciones se lievaron a cabo a 25 °C, con un flujo de 0,5 ml / min,
usando una bomba isocratica (Pharmacia LKE Optical Unit UV-1, Suecia) y un detector (Fraction
collector, RediFrac™, Suecia) a 280 nm. La columna fue equilibrada haciéndola pasar un volumen
de 500 mi del tampén fosfato sodico, 50 mM y pH 7. Las muestras eluidas fueron recogidas en
glicuotas de 1ml y posteriormente se les detarmind tanto la concentracion de proteinas como la
actividad enzimatica.

Para calibrar la columna, fueron eluidas fracciones de proteinas de peso molecular conocido:
apoferritina de caballo de 443 kDa (55-60 ml); catalasa bovina de 240 kDa (68-75 ml); beta-amilasa
de 200 kDa (68-75 ml); alcohol dehidrogenasa 150 kDa (68-75 mi); PGA de 80 kDa (68-75 mi); BSA
de B7 kDa (80 ml); anhidrasa carbdnica de 29 kDa (B5-90 ml) y lisozima de 14 kDa (85-80 ml).
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3.2.11. Inmovilizacién de la alfa-galactosidasa de Thermus sp.T2 sobre diferentes

soportes

3.2.11.1. Preparacién de soportes para la inmovilizacién reversible

3.2.11.1.1. Soporte Glioxil-agarosa

La preparacion de estos soportes se lleva a cabo activando la resina de agarosa con glicidol
y posterior oxidacién con periodato sodico (Guisan, 1988 y 1997 A). Los soportes con bajo grado de
activacion se lograron por oxidacion directa de la agarosa con cantidades estequiometricas
deseadas de periodato sodico, dado que la agaresa obtenida comercialmente posee 15 pmoles de
dioles (OH) oxidables por gramo de resina. Del gel glioxil-agarosa con un grado de activacion 75
mmol de grupos gliceriliml de soporte, se prepara afiadiendo a 150 ml de gel agarosa 4BCL
suspendida en 30 ml de agua y 50 ml de NaOH 1.7N conteniendo 28.5 mg/ml de borohidrura sédico.
Sobre esta disolucidn se afiade muy lentamente 2M de glicidol y, controlando que la temperatura no
suba de 25 °C, la mezcla de reaccidn se manfiene con agitacion constante durante 18 horas.
Después se lavan los geles con abundante agua destilada. Seguidamente se lleva a cabo la
oxidacion de los geles glicerll con peryodato sédico (112 mL 0.1M) y se mantiene en agitacion a
temperatura ambiente durante 2 horas. Para finalizar, se lava con abundante agua destilada y se
almacena a 4 °C para su posterior uso,

3.2.11.1.2 Soportes MANAE-agarosa recublertos con Dextrane-sulfato de distinto peso
molecular

En un volumen de 10 mL de tampdn fosfato 25 mM, a pH 7, se disolvieron 2g de dextrano-
sulfato de diferantes pesos moleculares (5, 10 y 500 KDza).Una vez conseguida su total disolucion, se
afadieron 5 g de MANAE-agarosa (dilucién: 14) y se dejé bajo agitacién (agitador rotatorio por rulos)
durante 16 horas, aproximadamente. Finalizando ese tiempo, s¢ afiadit 1 litro de agua destilada -
para disminuir la viscosidad del polimere - dejandolo 1 hora bajo continua agitacion (agitador
rotatorio por rulos). El proceso se repite 3 0 4 veces y, finalmente, se lava con abundante agua
destilada (Fuente y col., 2004).
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3.2.11.1.3. Soporte agarosa polietilenimina

Los soportes agarosa recubiertos con polietilenimina, se prepararon a partir de geles glioxil
agarosa 4BCL como esta descrito (Mateo y col, 2000). Para ello se prepara una disolucion de PEI al
10% en bicarbonato 0.1M pH 11.0. A 9 ml de la solucion de PEIl se & adiciona 1 ml de gel glioxil-
agarosa y se agita a temperatura ambiente durante 3 horas. A continuacitn se reduce con 10 mg/mi
de borohidruro sédico a 25 °C durante 2 horas. Por Gltimo se lava el gel con abundante agua
desfilada.

Con el gel glioxil-PE! ya preparado se procede a la inmovilizacién de la enzima. El curso de
inmovilizacién se sigue como en el caso de ofros derivados.

3.2.11.2. Preparacién de soportes para la inmovilizacion irreversible

3.2.11.2.1 Protocolos generales de inmovilizacién

En todos los casos, los cursos de inmovilizacion se confrolaron por la medida de la actividad
del sobrenadante a diferentes tiempos.

Todas las suspensiones de referencla se prepararon teniendo exactamente la misma
concentracion de la enzima, condiciones del medio, (pH, temperatura, fuerza itnica) y afiadiendo la
cantidad correspondients de soporte inerie en lugar del soporte activado. La actividad enziméatica en
&l sobrenadante de estas soluciones de referencia, en todos los cases se mantuvieron, el descenso
de |a actividad en el sobrenadante (de la suspension de inmovilizacion) fue equivalente a la cantidad
de enzima inmaovilizada sobre el soporte.

3.2.11.2.2 Soporte Glutaraldehido

Los soportes glutaraldehido se prepararon activando los grupos amino primaro de los
soportes MANAE-agarosa.

Se resuspendieron 10 g del soporte MANAE-Agarosa en 20 mL de una solucin de
glutaraldehido al 15% (v/v) en tampan fosfato sodico 200 mM pH 7, dejando la mezcla en reaccién a
25 °C durante 16 horas. Posteriormente el soporte fue filtrado (placas de presidn al vacio) y lavado
exhaustivamente con fosfato sddico 25 mM pH 7 y finalmente con abundante agua destilada.
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3.2.11.2.3. Inmovilizacién reversible por adsorcidn a intercambiadores iénicos

Como procedimiento general, a 1 g de soporte (cefarosa-DEAE; PEl-agarosa; CM-agarosa y
Dextrano sulfato-agarosa), se le afadié una solucién enziméatica con aproximadamente 10 Ulg de
soporte, en tampan fosfato sédico 5 mM y a pH 5y 7 a 25 °C con agitacion constante (agitador de
rulos). Durante el proceso de adsorcidn, se tomaron muestras del sobrenadante y de la suspension y
se determind la actividad enzimatica y/o la concentracidn de protainas,

3.2.11.3. Inmovilizacién irreversible de la enzima por unién covalente

3.2.11.3.1. Inmovilizacién sobre agarosa activada con BrCN

A 1g del soporte comercial previamente activado con HCl a pH 2, se le afiadié 10 ml de una
solucidn enziméatica de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 en tampdn fosfato sbdico 5 mM y pH
7, dejandola en agitacion durante un tiempo minimo de 30 minutos. Al cabo de este tiempo, se
cuantifich la actividad enzimética y la concentracion de proteinas. Al terminar el proceso, los
derivados se lavaron (en placa de vidrio a presion al vacio (placa Pobel, Espafia), Inicialmente con
tampén carbonato sadico 0,1M y posteriormente se bloguearon durante aproximadamente 3 horas
los grupos BrCN remanentes con 4 mlly de dervado, con una solucion 3M de glicina pH 8,5.
Finalmente, los derivades se lavaron exhaustivamente con agua desfilada.

nH o
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3.2.11.3.2. Inmovilizacion sobre soportes activados con glutaraldehido

A 2 g de soporte se e afiadio 20 ml de una solucion enzimatica con aproximadamente 10 Ulg
de soporte en tampon fosfato sodico 5 mM pH 7 (aproximadamente 5 mg /ml), dejandose en
agitacion (agitador de rulos) a temperatura ambiente, A intervalos de tiempo de 30 minutos, se
fueron extrayende alicuctas de sobrenadante a las que se cuanfifico actividad enzimatica ylo
concentracion de proteinas. Una vez inmovilizada toda la proteina, el derivado se disolvid en tampdn
bicarbonato sédico 0,1 M pH 10 y se afiadié NaBH: hasta una concentracion final de 1 mg/ml. Esta
suspension se dejd en agitacion durante 30 minulos a temperatura ambiente, tras los cuales, el
derivado se lavd abundantemente con agua destilada.

3.2.11.3.3. Inmovilizacion sobre soportes Glioxil-agarosa

El proceso se llevd a caboe segln procedimientos desarrollades con anterioridad (Guisan y
col, 1987, 1988). A 2 g de soporte se le afadieron 20 ml de una solucion enzimatica
aproximadamente 10 Ulg de soporte en tampon bicarbonato  sodico 100 mM pH 105
{aproximadamente 5 mg /ml), dejéndose en agitacidn (en coulter) a femperatura ambiente. A
diferentes intervalos de fiempo, se fueron extrayendo alicuotas de sobrenadante a las que se
cuantificod actividad enzimatica yio concentracion de proteinas. Una vez inmovilizada toda la
proteina, se llevd a cabo la reduccion de los enlaces formados entre los grupos glioxil y los grupos
amino (NH: de las lisinas) de la proteina inmovilizada, mediante adicion de 1 mg/ml de borohidruro
sodico. Esta suspension se dejo en agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente, tras los

cuales, el derivado se lavé abundantemente con agua destilada.

3.2.11.3.4, Inmovilizacién de la enzima sobre soportes epoxido y amino-epixido

La inmovilizacidn de la alfa-galactosidasa sobre soportes epdxido y amino-epdxido, se llevd a
cabo de la manera siguiente. Se tomaron 5 g de soporte y se suspendieron en 45 ml de una solucion
enzimética preparada con tampdn fosfato sodico pH 7 a diferentes concentraciones | 5 mM a 1M) a
25 °C, usandose normalmente bajas cargas de enzimalg de soporte, para prevenir restricciones
difusionales del sustrato. Para evaluar la cinética de inmovilizacion, se fueron sacando
peribdicamente muestras de sobrenadante y de la suspension para determina actividad enzimatica

ylo concentracidn proteica,
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En algunos casos, como en los soportes MANAE-agarosa y PEl-agarosa, se incubd la
enzima inmovilizada bajo condiciones en la cuales las moléculas de proteinas adsorbidas
fisicamente se podrian desorber, para estudiar el grado de unién covalente de la enzima sobre el
soporte. Terminado el proceso de inmovilizacién, los derivados se lavaron, normalmente, usando el
tampén que se habia usado durante el proceso de adsorcion, con la intencién de eliminar restos de
proteinas que no se habian unido covalentemente al soporte. Finalments, se bloguearon
completamente los grupos epéxido remanentes durante aproximadamente 16 horas, afiadiéndoles
una solucidn de glicina al 3M y pH 8,5 a temperatura ambiente en una relacian de 1/5 (g de derivadiy

de glicina).

3.2.11.4. Entrecruzamiento con glutaraldehido de la enzima adsorbida

Una vez ablenide el derivado sobre MANAE-agarosa, como se ha descrito anteriormente, se
incubd el derivado en agitacion (agitador de rulos) en una solucién 0,5% (viv) de glutaraldehido en
25 mM de fosfato sddico a pH 7 y 25 °C durante 1 hora, bajo agitacion suave. Este tratamiento
permitié modificar totalmente los grupos amino primarios de la enzima y el soporte con una Gnica
molécula de glutaraldehido (Monsan, 1978, Fernandez-Lafuente y col, 1995). Posteriormente, se
lavaron (placas de presian al vacio) los derivados con 25 M de fosfato sodico a pH 7 para eliminar el
exceso de glutaraldehido. Después, se incubaron (agitador de rulos) por un periedo adicional de 20
horas a 25 °C para lograr un enfrecruzamiento méas intenso entre la enzima y el soporte.

3.2.11.5. Reduccion de derivados con borohidrure sédico

La reduccidn con NaBH: permite transformar el enlace base de Schiff en amina secundaria,
covalente, Pero ademas con este tratamienfo pueden reducirse los grupos aldehido que hayan
guedado sin reaccionar con la enzima a grupos hidroxilo inertes, evitindose la posibilidad de
produccion de nuevas interacciones y permitiende controlar el final del proceso (Blance, 1988),

Las condicionas dptimas establecidas por Blanco (1988) fueron de 1 mg NaBHs/ml de
tampén fosfato 25 mM pH 7, en un derivado preparade 1:10 (1 ml gel'10 ml de suspension total), a
la tenperatura de 25 °C, con un fiempo de reduccion de 30 minutos.
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3.2.11.6 Modificacion de enzimas con dextranc-aldehido

3.2.11.8.1. Preparacion de dextrano-aldehido

Se obtiene por oxidacion, con periodato sodico, de los grupos dioles vecinales presentes en
las moléculas de glucosa que forman la molécula de dextrano-aldehido, generando grupes aldehido.
En la oxidacion total de los grupos dioles se consumen 2 meles de periodato por cada mol de
glucosa (que consume dos moléculas y pierde uno de los carbonos vecinales), siendo una reaccién
totalmente estequiométrica y rapida. La disolucion oxidada se dializa exhaustivamente, con agua
destilada en una relacion aproximadamente 1/100 y realizando entre 5 y 7 cambios, para efiminar
posibles moléculas aldehidicas de bajo peso molecular. Disminuyendo la cantidad de periodato
stdico, es posible realizar oxidaciones parciales del dextrano (Leonard y col, 1975; Drobchenko y
col., 1996; Penzol y col, 1998; Guisan y col., 1997; Schacth y col, 1987; Fuentes y col., 2004).

A modo de ejemplo, describimos la preparacion de un dextranc-aldehide con una oxidacion
del 20% de sus moléculas de glucosa. El dextrano aldehido se obtiene por oxidacion de 50 mL de
una solucion de 33 mg/mL de dextranos (de diferentes pesos moleculares) con 0.872 g de periodato
sodico. La oxidacidn se llevd a cabo durante 2 horas a temperatura ambiente. Una vez finalizada la
reaccion, la solucién resultante se dializo frente a agua desfilada, en una relacion de volimenes de
1100, con 3 cambios sucesivos.

3.2.11.6.2 Modificacién de enzimas con dextrano-aldehido

Se utilizaron dexiranc-aldehidos de diferentes grados de oxidacion (20 y 100%). Asi, 1 g de
derivado fue incubado con 5 mL de solucion de dextrano aldehido (15 mgfmL) en tampén fosfato de
potasio 0,1 M a pH 7,0 y 4°C. A diferentes tiempos se refiraron muestras y se midid la actividad
remanente de la suspension. El proceso de entrecruzamiento se termind anadiendo una
concentracion final de 1 mg/mL de NaBH4 a la suspensidn previamente ajustada a pH 10. La mezcla
se dejd reaccionar durante 30 minutos y el derivado fue lavado con tampén fosfato de sodio anles de
su almacenamiento a 4°C, para posterior utilizacion3.2.11.7. Andlisis de la estabilizacion de las
subunidades de la enzima inmovilizada

Muestras de los diferentes derivados de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 se hirvieron
en presencia de 1% (p/v) SDS y 5% (viv) de mercaptoetanol para desorber las sub-unidades
proteicas que no se habian unido covalentemente al soporte. Los sobrenadantes de las
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suspensiones hervidas en esas condiciones se analizaron en SDS-PAGE en geles de poliacrilamida
al 12%, los cuales fueron tefiidos usando azul brillante de Coomasie R-250 (Swank y Munkres,

1971).

3.2.11.7. Purificacion, inmovilizacion y estabilizacién de la alfa-galactosidasa de Thermus sp.
T2, en un solo paso

El proceso de purificacion, inmovilizacion y estabilizacion, se lleva a cabo en soportes

comerciales Sepabeads-IDA activadas con metales de transicidn. Posteriormente, se analizaron en

SDS-PAGE para estudiar el grado de purificacion obtenido y finalmente los derivados fueron

incubados a 70 °C para analizar el grado de estabilizacion cbienido.

3.2.12. Estudio de la fuerza de uni6n de la enzima a soportes idnicos

Los distintos derivados enzimaticos de la alfa-galactosidasa sobre intercambiadores idnicos,
se incubaron en concentraciones crecientes de NaCl a 25 °C, en tampon fosfato sodico 5 mM pH 7.
Después de 30 minutos (periodos mas largos de incubacidn no revelaron cambios en los resultados),

se determind la actividad alfa-galactosidasa en el sobrenadante

3.2.13. Estudio de estabilidad de los derivados obtenidos

La estabilidad se expresa como la vida media de cada derivado enzimalico en las
condiciones de incubacion. El factor de estabilizacion se calcula como la razdn entre las vidas
medias del derivade en estudio y la vida media de la enzima soluble.

3.2.13.1. Estabilidad térmica de los derivados

Los diferentes derivados enzimaticos de la enzima se incubaron a diferentes temperaturas en
condiciones de pH, fuerza idnica y concentracion que se detallan en los pies de figura en cada caso.
Periodicamente, se tomaron muestras de las suspensiones y se midio la actividad enzimatica

residual.
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3.2.14. Reacciones de interés con las alfa-galactosidasas: hidrélisis de melibiosa y de
rafinosa

Las reacciones de hidrélisis se llevaron a cabo en matraces de 100 ml de capacidad
Erlenmeyer (Schott, Alemania) revestidos de una camisa exterior por donde &l agua podia recircular
a la temperatura de 80 °C. El pNPG es e sustrato sintético de las alfa-galactosidasas que, al ser
hidrolizado, rinde una molécula de galactosa y ofra de pNP (para-nitrofencl). EI pNP da coloracion
amarilla, siendo la absorbancia a 405-420 nm propercional a la concentracidn de diche producto.

Se incubaron 10 ml de (solucién de rafinosa yfo melibiosa, segln el casc) con 0,3 g de
derivado (aproximadamente 3 unidades), durante el tiempo necesario para la hidrolisis total del
sustrato en estudio, midiéndose el grado de hidrolisis en intervalos cortos de tiempoe de
aproximadamente 10 minuto.

La reaccion s& midia por HPLC (Thermus-Spectra System) . en este caso y se detuvo
afadiendo a 100 pl de muestra, 100 pl de BaS0a 0,1 My 100 pl de ZnClz 0,1 M, (para eliminar
enzima del medio de reaccidn, con lo cual se protege la columna del HPLC), seguida de
centrifugacion en microcentrifuga (Millifuge, Hitachi Kakl CO., Ltd.) inyeccion al espectro, de 20 pl
del sobrenadante de la dilucion. Estas muestras se analizaron por HPLC ufilizando un detector de
dispersion de luz (Light Scattering-Sedex 75) a 45°C y 2,5 Bar de nifrdgeno) con una columna
Supelcosil-Ca (Sigma) 4,6 mm x 25 cm, termostatizada a 80°C. La fase mévil utilizada fue agua, con
un flujo de 0,5 mL/min.

La cuantificacion de los azdcares medidos por HPLC, se llevd a cabo determinando el drea
bajo el pico. Para conocer la relacion entre el area del pico, la concentracién del analito y los
tiempos de retencion de cada analito se realizaron calibrados tanto para el reactivo como para los
productos, usandose sacarosa, melibiosa, glucosa y rafinosa en concentraciones muy bajas (0,1-1
mg/ml) como patrdn interno.

Para la recogida de datos, &l mismo equipo de HPLC dispone de un ordenador provisto de
un software Cromao Quese, que recoge la sefial que va midiendo el detector integrando los picos del
cromatograma. Con &l 4rea bajo el pico se calcula, mediante uso de calibrados, de los respectivos
azlicares, la concentracion de cada analito.
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3.2.14.1. Reacciones de transglicosilacion. Hidrélisis de galacto-oligosacéridos (GOS)

Se prepararon los GOS con los derivados MANAE-Glutaraldehido, MAMAE-agarosa,
Agarosa-BrCN, y con la enzima soluble, para efectos comparativos en cuanto & rendimientos de
transglicosilacién. 1 g de derivado (aproximadamente 3 U en 10 mL de una solucion al 35 % de
melibiosa y/o rafinosa) en tampan fosfato de sodio 5 mM a pH 5 y pH 7 y se tomaron muestras de
sobrenadante a diferentes tiempos. Estas muesiras se analizaron por HPLC utilizando un detector de
dispersion de luz (Light Scaftering-Sedex 75, 45°C, 2,5 Bar de nitrdgeno) con una columna
Supelcosil-Ca, 4,6 mm x 25 cm., termostatizada a 80°C. La fase mévil utiizada fue agua con un
flujo de 0,5 mL/min.

3.2.14.2. Estudios cinéticos
3.2.14.2.1. Cdlculo de las constantes cinaticas

Los ensayos para determinar las constantes cinéticas se llevaron a cabo usando como
sustrato pNPG (13,3 mM) en tampén fosfato sodico 5 mM a pH 7, usando como inhibidores
sacarosa, galactosa y glucosa, como productos naturales de las reacciones de hidrolisis, en
concentraciones desde 1% hasta aproximadamente 35%. Las reacciones tuvieron lugar a 60 °C en
bafios de agua termostatizados (Tectron Bio, J.P.Selecta s.a. Espafia). Se estudiaron los derivados
MANAE-Glutaraldehido, MANAE-Agarosa, Agarosa-BrCN, muy poco cargados (aproximadamente
con 2 Uiml, para prevenir posibles inconvenientes de difusion). Las reacciones fueron seguidas
espectrofotométricamente (Shimatzu UV-VIS 1240, Japén) a 405 nm y 25 °C.

Para calcular las constantes cinéticas (Km, Vmax), se ufilizard el procedimiento de
Lineaweaver-Burk (1934) y para calcular las constantes de inhibicion el método descrito por Cabaille
y Combs {1995). Los modelos cinéticos se ajustaron segin Ladero (1993).
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4. RESULTADOS

4.1. Expresion del gen de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 en Escherichia
coli MC2508.

La secuencia completa del inserto pOS105 presenta una pauta abierta de lectura de 1425
pb (incluyendo un triplete de terminacion) que codifica para un polipéptido de 474 aminoacidos con
un peso molecular deducido de 53,515 g.mol'. (Genbank, niimero de acceso AJ012327). Esta paula
abierta coincide exactamente con otra depositada por ofro grupo de investigacion (AB018548),
(Ishiguro y col., 2001}, y que confirma la existencia de un operén que estd involucrado en el
transporte del metabolismo de azicares en Thermus sp. cepa T2 (Koyama y col., 1990). El gen fue
obtenido del plasmido pOS105 por amplificacion con PCR usando como cebadores los
oligonucledtidos 5'-AGT y NEBL 1211, clonado en un vector de expresién , y transformado en E. coli
M2508, como se detalla en la Figura 1.

El cebador 5-AGT introduce un nuevo sitio de restriccion Xbal en la posicion 5' terminal en
la secuencia del aglA. El uso de este cebador genera una mutacién. El uso del primer triplete 5-AGT
genera una mutacion; mientras que |a alfa-galactosidasa salvaje empieza en su extremo N terminal
con la secuencia MRLVL, la proteina codificada en el fragmento amplificade empieza con la
secuencia MSTVL (los dos residuos modificados estdn subrayados). El cebador NEBL 1211
mantiene un sitic EcoRl presente en pOS105 en el fragmento amplificado por PCR que contiene
aglA. El sitio de resfriccidn EcoRl esta localizado 35 pb por debajo de la pauta abierta de lectura.
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Figura 7.- Construccion del plasmido pAGT1. El gen gue codifica la alfa-galaciosidasa de
Thermus sp. cepa T2 estd sefialado como agld, el gen de resistencia a ampicilina (Ap®ly el gen represor
del operén de lactosa (fac ) estén representados por diferentes flechas. La posicion de los promotores
IppFs y lacFO pertenecientes al vector de expresién E. coll denominado pIN-l-ippP-A3 estin indicados
por los triangulos. Solamente los  sitios de restriccidn relevantes y Onicos para la clonacién son
destacados. El esquema no fue elaborado a escala.

El producto de PCR fue purificado, digeride con las enzimas de restricclon Xbal y EcoRl y
ligadas al vector de expresion pIN-Ill-jpoPs-A3 de E. coli, que habia sido previamente digerido con las
mismas enzimas de restriccion, para generar el plasmido pAGT1, como también se muestra en la
Figura 7. La actividad alfa-galactosidasa se midid en células enteras, permeabilizandolas con
cloroformo y dodecil sulfato sédico de modo similar a como esta descrito para la befa-galactosidasa
(Pessela y col., 2003), pero empleando pNPG como sustrato. El clon de E. coli M2508 (pAGT1),
depositado en la CECT con el n® de registro 5152 ¥ cuyo uso ha sido objeto de patents en Espafia
(ES 2 172 380, 2003). produce por término medio 322 unidades por L de cultivo, mientras que los
controles equivalentes con pOS105 en las mismas condiciones producen 84 unidades/L. Los clones
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de control no-productores, como M250B(pIN-lll-ippP 5-A3) y M2508(pUC18) producen + 2
unidadesiL, lo que da idea de la precision yio el posible valor de fondo del ensayo.

En andlisis por SDS-PAGE (12%) de CECTS152, los extractos crudos mostraron una
nueva proteina con més o menos 53 kDa, que comresponde con el tamaio de la alfa-galactosidasa

esperada, como se puede apreciar en la Figura 8.
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4.2, Produccion y extraccion de |a alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2

Seguidamente se realizé la produccion de extractos enriquecidos en alfa-galactosidasa de
Thermus sp. T2. Las células recombinantes de E. coli MC 2508 se cultivaron en medio LB, con 150
ug/ml de ampicilina sodica, a una temperatura de 37 °C, durante un periodo de 12 horas en un
agitador incubador (Unitron, Infors, Suiza) a 200 rpm. Las mismas células, fueron recogidas por
centrifugaciin y se rompleron mediante Prensa French® | Spectronics, EEUL). El extracto tratado se
cenfrifugd, obteniéndose un sobrenadante claro y enriquecido en actividad alfa-galactosidasa. Todos
los pasos llevados a cabo en los procesos de produccidn y extraccion de la proteina, estan
resumidos en el diagrama que se presenta a confinuacién (Figura 9).
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Figura 9.- Represenfacion general del proceso de fermentacion y exiraccién de la enzima alfa-

galactosidasa de Thermus sp. T2
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4.3, Caracterizacion bioguimica de la enzima

4.34. Influencla de la temperatura en la actividad de la alfa-galactosidasa de

Thermus sp. T2

La actividad enzimética fue valorada usando pNPG como susirato en las condiciones
descritas en Materiales y Métodos (3.2.4.1.) y se ha obtenido un perfil actividad / temperatura como
se observa en la figura 10. La maxima actividad enzimatica tuvo lugar a 65 °C y pH 6.5, como

aparace en la figura 1.
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Figura 10.- Gréfica de actividad a diferentes temperaturas de la enzima alfa-galactosidasa de Thermus
sp. T2

432 Influencia del pH en la actividad alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2

Enla Figura 11 podemos obsenvar que el valor dptimo de pH fue 6.5 v el mas bajo valor
estudiado fue pH 4,0 (pH més bajo produjo un coeficiente de extincién muy bajo y un error en la
determinacion de aclividad demasiado grande), manteniendo alios valores de actividad entre pH 6,5
y pH 8.0, mientras que hay una brusca caida en la actividad a valores de pH mas basicos.

Este valor encontrado del pH dptimo, es similar a los encontrados para ofras alfa-
galactosidasas termostables como las de Thermus brockianus ITI360 con valores de enfre pH 5.5
6,5 (Fridjonsson y col., 1999) y Thermus maritima con valores enfre pH 50 y 5,5 (Liljiestrdm y
Lijestrdm, 1987).
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Figura 11.- Grafica de actividad a diferentes pH de la enzima alfa-galacosidasa de Thermus sp. T2,
estudiada a temperatura ambiente.

4.3.3. Efecto de latemperatura en la estabilidad enzimatica

Como se pudo ver en la Figura 11, la enzima presenta su valor optimo de actividad entormo
a pH 6.5-7.0, siendo el valor de estabilidad mas baja tanto para pH alcalinos y pH's acidos. En la
Figura 12 se observa que la enzima queda completamente activa durante 24 h a 50 °C y 60 °C y pH
7, mientras que sufre una caida brusca de la aclividad a temperaturas entre 70 y 80°C. Los tiempos
medios de inactivacion a 70 °C y 80 °C fueron de 150 y 15 minutos, respectivamente. Estos valores
de termoestabilidad son igualmente similares a los obtenidos para la poli-His-alfa-galactosidasa de
Thermus sp. T2 a 60 °C y pH 7,0 (Ishiguro y col. 2001) y Bacillus stearothermaphilus (t1z = 10
minutos a 80 °C) (Fridjonsson y col., 1999B), y algo superiores a Thermococcus sp. AN1 (lez = 40
min a 98°C) (Piller y col., 1996).

Como esta enzima es hexamerica, era de esperar que existiera cierta dependencia de la
estabilidad con el grado de dilucion de la misma (Poltorak y col., 1998). Sin embargo, este efecto no
fue observado a pH 5.0. (Figura 13A). A pH 7,0 algunas diferencias pudieron ser apreciadas (Figura
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13B), mientras que a pH 9.0 se cbservd claramente dicho efecto (Figura 13C). Este resultado lleva a
la conclusitn de gue, la union entre las sub-unidades de la enzima es més fuerte a valores de pH

més bajos.
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Figura 12.- Estabilidad térmica alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2a diferentes temperaturas. (@) alfa-
galactosidasa de Thermus sp. T2 incubada a 50 °C. { & )alfa-galactosidasa de Thermus sp. TZ incubada a
60 °C. { alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 incubada a 70 °C. () alfa-galactosidasa de Thermus

sp. T2 incubada a 80 °C.
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Figura 13.- Efecto de la dilucion en la estabilidad de la enzima a diferentes pHs. El ensayo se realizo a
65 °C, en tampon fosfato de sodio 50 mM. (%) Concentracion de enzima = 0.64 mgimL  (®).
Concentracion de enzima 3,20 mg/mL. (a) Enzima soluble incubada a pH 5.0. (b) Enzima soluble
incubada a pH 7.0. (c) Enzima soluble incubada a pH 9.0.

4.3.4. Especificidad de la enzima hacia diferentes sustratos

Para estudiar este efecto, a la enzima soluble se le hizo reaccionar con diferentes
sustratos. La enzima reconocié variados y diferentes sustratos. El susirato que regisind mejor
actividad alfa-galaclosidasa fue el alfa-D-galactopiranésido, mienfras que sobre su homélogo beta-D-
galactopirandsido las actividades medidas fueron 20 veces menaores.
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Sustratos Enzima Derivado (MANAE-GLUT)
25°C 25°C
p-nitrofenil-u-D-galactopirandsido 0,06 0,0687
p-nitrofenil--0-galactopirandsido 0,003 0,01137
p-nitrofenil-o-D-maltdsido 0.006 0,094
p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido 0,0048 0,0083
p-nitrofenil-fi-D-glucopirandsido 0 0
p-nitrofenil-a-D-xilopliranésido 0 0,0045
p-nitrofenil-a -D-mannopirandsido 0,0056 0,0107
p-nitrofenil- -D-mannopirandsido 0,0042 0,0056

Tabla 1. Especificidad de alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2, Las reacciones fueron realizadas a pH
7,0y 25°C. La concentracién de todos los sustratos fue de 4 mg/ml y se han disuelto en tampon fosfato
de sodio 50 mM .

Como se puede observar en la tabla, la actividad de la enzima es muy superior en un solo
susirato comparado con los demas, no reconocio el susirato befa derivado glucopirandsido. Sin
embargo, se observd mas de 10% de la actividad enzimatica frente a derivados p-nitrofenil-alfa-D-
maltdsido, p-nitrofenil-alfa-D-xilopirandsido y p-nitrofenil-alfa-D-manopirandsido. Los resultados
obtenidos se han resumido en la Tabla 1. Estos resultados, sobre |a especificidad de la enzima,
estén en concordancia con los encontrados en la bibliografia para ofras alfa-galactosidasas de
microorganismos termdfilos. Por ejemplo, Ishiguru y col.,, (2001) no observaron hidrdlisis con el
sustrato pNP-alfa y beta glucopirandsidos y una hidrolisis minima con el pNP-o-D-xilopirandsido, en
el derivado MANAE-agarosa enfrecruzado con glutaraldehido.

Cabe destacar que el estudio realizado con el derivado MANAE-glutaraldehido (en todos
los casos), la actividad recuperada fue el doble que la actividad de la enzima en disolucién a la
misma femperatura.
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4.4, Purificacion de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2.

4.4.1. Purificacion por métodos fisicos: tratamiento térmico

El tratamiento por calor permitio aumentar la purificacién de la enzima con un faclor de
2.1, y obtener un rendimiento de recuperacion de actividad cercano al 80%, como aparece descrito
en la Tabla 2.

Actividad  Conc. proteina  Actividad especifica Factor de
Mugsira UimL) ‘ N {Uimg) Rendimiento (%) icachia
Extracho crudo de la
= sl 0,36 293 0,036 100 1.0
Extracio crsdo de &
a -galectosidasa purficada por 0.2 38 0,076 80,6 21

precipacin ermica

Tabla 2. Efecto del tratamiento térmico en la purificacion del extracto crudo de la enzima, incubada a
70°C y pH 7,0, durante 30 minutos.

Aunque podamos considerar un sistema de purificacion sencillo, rapido y muy econdmico,
los rendimientos que se obtienen no son lo suficientemente buenos atendiendo a que las exigencias
de aplicabilidad de la enzima requieren niveles muy altos de pureza, fundamentalmente en procesos
en que es clave evitar posibles reacciones colaterales de ofras proleinas que puedan estar
presentes en el extracto, como por ejemplo en reacciones en Tecnologla de Alimentos. Ademés, se
pudo comprobar (datos no recogidos en la presente memoria) que largos periodos de incubacion del
exiracto proteico (mas de 48 horas a 65 °C) mejord muy poco el grado de pureza de la enzima,
ocasionando en cambio cierta pérdida de actividad de la misma.

Sin embargo, como comentamos en la infroduccion de este trabajo, nuestro objefivo era
valorar el efecto de este tratamiento fisico por aplicacion de calor moderado en las enzimas
multiméricas y del hospedador mesdfilo. Para analizar el perfil de las proteinas del extracto con y sin
el respectivo tratamiento térmico, las muesiras fueron analizadas por filtracion en gel como aparece
en la Figura 14. En la misma, podemos observar que las proleinas de mayor tamafio presentes en el
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extracto crudo, fueron eliminadas por calor o quizas, disociadas su estructura multimérica (Anspach
y col., 1999).
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Figura 14.- Anilisis por filtracion en gel del extracto de E. coli MC 2508, sin calentar y
calentado a 65°C durante 30 minutos y después centrifugado. La muestra fue inyectada en una columna
conteniendo 100 mL de gel agarosa al 4%. El flujo aplicado fue de 0,5 mL/min. Otros detalles estan
descritos en métodos: (-) extracto crudo antes de la precipitacion térmica; (- - -) extracto crudo después
de la precipitacion térmica.

4.4.2, Purificacién de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. cepa T2, por adsorcion
selectiva a soportes MANAE-agarosa con diferentes grados de activacion

Se estudio la purificacion de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 por adsorcion
selectiva sobre soportes MANAE-agarosa con diferentes grados de activacion: desde 1; 2,5; 5; 20
hasta 40 pymoles de grupos aminoly de soporte. Asi, durante 1 hora se ofrecieron los extractos
crudos de alfa-galaciosidasa a estos soportes, y se vio que méas del 95% del fotal de las proteinas no
se adsorbian a los soportes con menor grado de activacion, en cambio, entre 70 y 75% de las
proteinas si se adsorbian a los soportes de mayor grado de activacion, como se puede observar en
la Figura 15.
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Figura 15.- Adsorcion del extracto de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 sobre soportes
MANAE-agarosa con diferente grado de activacion. El experimento se ha llevado a cabo como estd
descrito en materiales y métodos: (W) actividad alfa-galactosidasa; (@) proteinas totales.

Con los resultados representados en las curvas de la Figura 15, concluimos que con los
sopories poco cargados es posible adsorber las proteinas de gran tamafio, impidiendo de esta forma
que las de menor tamafio tengan el mismo grado de interaccion con el soporte, eliminandolas de las
enzimas de interés.

Los soportes altamente activados, ademas de adsorber un porcentaje muy elevado de
ofras proteinas del extracto, se observd que necesitaban de una conceniracién mas alta de NaCl
para desorber no solo la proteina de interés, sino también ofras proteinas del extracto (Figura 16).
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Figurai6.- Desorcion de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 adsorbida sobre diferentes
soportes MANAE-agarosa con distintos grados de activacion (1; 2,5; 5; 20 y 40 pymeles de grupos
aminolg del soporte). Las proteinas adsorbidas en diferentes soportes aminados fueron incubadas
gradualmente en concentraciones crecientes de NaCl a pH 7,0 : () alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2
desorbida del soporte activado con 1 pymollg de soporte; (+) alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2
desorbida del soporte activado con 2,5 pmolig de soporte; (A ) alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2
desorbida del soporte activado con 5 pmolig de soporte; (#) alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2

desorbida del soporte activado con 20 pmollg de soporte; (®) alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2
desorbida del soporte activado con 40 pmollg de soporte.

En este caso, algunas proteinas se unian tan fuertemente al soporte que, ni aplicando 1M
de NaCl se pudieron desorber de los soportes, revelando una fuerte adsorcion de las proteinas de
gran tamafio, por interaccion ibnica muy inlensa, a fravés de numerosos enlaces entre ésta y el
soporte, dificultando asi, su desorcidn. Sin embargo, este fendmeno no fue observado cuando se
hizo uso de soportes muy poco activados, en los que como se observa en la Figura 16, a muy baja
concentracidn de NaCl (50-100 mM) se desorbio casi el 100% de la alfa-galactosidasa.
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La Figura 17 presenta la electroforesis resultante de la desorcidn de la alfa-galactosidasa
adsorbida sobre soportes poco aclivados, donde podemos comoborar que, efeclivamente,
solamente aparece la banda correspondiente a la enzima objeto de estudio en este trabajo.

9 —

Figura 17. Gel en SDS-PAGE (12%),
de proteinas desorbidas de soportes
MAMAE-agarosa con 1; 25; y 5
pmollg de soporte, después de hervir
en presencia de SDS

Carril 1. patrin de peso molecular.
Carmil 2. exracto crudo de alfa-
galactosidasa de Thermus sp. T2, Caril
3. extracio crudo de alfa-galaclosidasa
de Thermus sp. T2 después de I3
precipitacion térmica. Carril 4: proteinas
sueltas del soporte aminado con 1
pmal. Carril 5: proteinas desorbidas del
soporte aminado con 2,5 pmoles. Carril
6: proteinas desorbidas del soporte
aminado con 5 pmoles.

En la Tabla 3 se resumen los resultados obtenidos tras la adsorcion y desorcion de la alfa-
galactosidasa sobre los diferentes sopories MANAE. En ella puede observarse que los mejores
rendimientos de purificacion fueron logrados cuando se ufilizaron soportes amino de muy bajo grado
de activacion, donde hemos alcanzado un factor de purificacion en tomo al 20 X, manteniendo

niveles de pureza muy elevados.
Mugsira Actividad

[Llimiy
Exfracio solutila 0.230
MANAE-agarasa 1 1 mol 0,240
MANAE-agarsa 2.5 1 moles 0210
MANAE-agarsa 5 » moles 0,200
MANAE-agamsa 20 » moles 0,160
MANAE-agarcsa 40 1 moles 0,144

Cancent. profesna

{mgimi)
3400

Rendimigno (%) Actividad Factor de
especilica (Limg) purificacite

100 0,086 1

a3 2,000 22

12 2,100 24

70 0,180 21

55 0,130 1.7

50 0,149 14

Tabla 3. Resumen del proceso de purificacion de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2, por adsorcién
a soportes MANAE-agarosa con distinto grado de activacidn. El proceso se llevd a cabo a 25°C.
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4.5. Inmovilizacién de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2

4.5.1. Estudio de la estabilidad alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 en las
condiciones de interés para su inmovilizacion y estabilizacion

Aunque el objetivo primordial de esta Tesis se centra en el desamollo de nuevas y sencillas
metodologias para la preparacion de biocatalizadores inmovilizados de la alfa-galactosidasa de
Thermus sp. T2, es preciso conocer los margenes de las condiciones en que se puedan ulilizar (es
decir, los margenes de estabilidad de la enzima inmovilizada) para realizar los diversos protocolos de
inmovilizacion y estabilizacion. En este caso, el pH de interés es 7 (donde tiene lugar normalmente
casi todo el proceso de inmovilizacion de la enzima) y pHs alcalinos (p.e. pH 10), para conseguir una
intensa interaccion multipuntual entre los grupos reactivos de la proteina y los grupos del soporte.

100+
754
£
Ly
g
% 25-
n_
0 6 12 24
Tiempo (horas)

Figura 18.- Influencia del pH en la estabilidad de la enzima alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 en las
condiciones estandarizadas de inmovilizacion. Muestra que esta enzima es sumamente estable en todo
el rango de condiciones estudiadas (25 °C), tanto durante la inmovilizacién como en la incubacién a
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diferentes pH. () incubacion del extracto en tampén fosfato pH 7 () incubacién del extracto en
tampdn bicarbonato pH 10.

452  Inmovilizacién reversible sobre diferentes tipos de soportes
intercambiadores idnicos.

Tras el andlisis de las condiciones de inmovilizacién (25 °C pH 5 y 7) de la alfa-
galaciosidasa, se estudit el proceso de inmovilizacion de la enzima, sobre disfintos intercambiadores
ionicos. Se probaron los siguientes soportes: carboximetil-agarosa (CM-agarosa); poliefileneimina-
agarosa (PEl-agarosa); DEAE-agarosa (DEAE-agarosa) y sobre dextrano-sulfato-agarosa (DxtSOs-
agarosa). En todos los casos para evaluar su influencia sobre la actividad y recuperacion de la
actividad enzimalica. Los resultados del proceso de inmovilizacion de la enzima, se resumen en la
Tabla 4.

Soporte pH Rendimiento Actividad
(%) intrinseca (%)
CM- celulosa 5 53 85
CM- celulosa T 49 85
Agarosa- 4BCL- PEI {25kD) 5 73 a0
Agarosa- 4BCL- PEI (25kD) 7 98 100
Agarosa- 48CL- Dxt 5O, 5 &7 B8
Agarosa- 4BCL- Dt 50, 7 33 B4
DEAE sepharose 5 74 9
DEAE sepharose 7 T 92
MANAE-agarosa- 4BCL 5 88 92
MANAE-agarosa- 4BCL T 98 100

Tabla 4.- Efecto del pH sobre el rendimiento de inmovilizacion y actividad intrinseca de la alfa.
galactosidasa durante el proceso de su inmovilizacion.

4.5.3. Cinética de inmovilizacién de la enzima alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2
sobre soportes ionicos.

En la Figura 19 se representa la cinética de inmovilizacion alcanzada en uno de los
mejores derivados, segin los datos de la Tabla 4, durante 1 hora de inmovilizacidn, en las
condiciones descritas. Como se puede observar |a alfa-galactosidasa se inmovilizd rapidamente (en
aproximadamente 1 hora) tanto en el soporle activado con grupos amino (MANAE-agarosa) a pH 7
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como sobre el soporte glioxil-agarosa recubierto con PEI igualmente a pH 7, siendo ademas, los
derivados donde se habia alcanzado el 100% de recuperacion de la actividad enzimatica, En el caso
de los derivados preparados tanto sobre el soporte DxtS0s—agarosa como sobre el CM-agarosa,
aungue se recuperaba la actividad por encima del 80%, la cinética de inmovilizacién fue bastante
mas lenta en ese liempo, ya que se lograron solamente un 80 y 50% de inmovilizacion
respectivamente, durante 1 hora.

100 = k! & &

=

Actividad residual, (%)
s &

0 15 30 45 60
Tiempo, (minutos)

Figura19.- Curso de inmovilizacion de la enzima alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2, sobre
el soporte PEl-agarosa. PEl-agarosa (« ) sobrenadante () Suspension

4.5.4. Evaluacion de la fuerza de unién de la enzima en los diferentes soportes.

Tras lograr la inmovilizacion de la alfa-galactosidasa sobre los distintos soportes de
intercambio ionico, se realizaron estudios de desorcion para cuantificar |a fuerza de unién entre la
enzima y el soporte. Los derivados se incubaron en presencia de concentraciones crecientes de
NaCl y se determiné la canfidad de enzima que se liberaba al medio. En la Figura 20 se presentan
los resultados obtenidos en la desorcion de la enzima alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2, de los
soportes ibnicos donde se registraron enlaces més fuertes, coincidiendo con los soportes que mejor
adsorbieron la enzima. Como puede observarse en la Figura 20, la concentracion de NaCl necesaria
para desorber la enzima de los soportes representados es mucho mayor en los derivados MANAE-
agarosa y PElagarosa pH 7,0 que en ofros derivados, analizados a pH 7 y 5. También, de esto se
puda inferir que, de forma general, la enzima se adsorbe mucho més fuertemente a pH 7 (en casi
todos los soportes), que a pH 5, con excepcion del derivado preparado sobre CM-agarosa, donde se
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observa que a 200 mM de NaCl se desorbe menos del 40%. Durante el proceso de desorcion la
solucion mantuvo la actividad enziméatica, y solo se pudo desorber el 60% de la enzima alfa-
galactosidasa de Thermus sp. T2 con una adicidn de NaCl de 800 mM.

Actividad residual, (%)

50 {00 150 200 250 300 350 400 450 500 S50 600 650 VOO TS0 GO
[CINa] mM

Figura20.- Desorcién de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 en soportes policatidnicos. Los
derivados fueron incubados en presencia de concentraciones crecientes de NaCl. La reaccion
franscurrio a temperatura ambiente, tras la inmovilizacion del 100% de la enzima en ambos soportes.
(®)Suspension. (@) Enzima desorbida del soporte PEl-agarosa. (4 ) Enzima desorbida del soporte
MAMAE-agarosa.

4.5.5. Estabilidad térmica de los biocatalizadores obtenidos por inmovilizacién
reversible de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 en diferente soportes.

La gran fuerza de adsorcion iénica que se enconird entre la enzima y el soporte tanto en el
derivado MANAE-agarosa como en el derivado PElagarosa, ambos a pH 7, podria conferir tambien
un mayor grado de estabilizacion de la estructura tridimensional de la enzima frente a distintos
agentes inactivantes, entre ellos la temperatura, por lo que se llevaron a cabo estudios de estabilidad
térmica.

La Figura 21 A y B muestran los cursos de inactivacion térmica de los diferentes derivados
de la alfa-galactosidasa adsorbida sobre intercambiadores idnicos. En este experimento, se pudo
comprobar que &l derivado preparado sobre MANAE-agarosa a pH 7 fue el gue mejor estabilidad
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presentd después de incubar a 75 °C durante un tiempo aproximado de 7 horas, (Figura 21B),
seguido del derivado sobre PE| igualmente preparado a pH 7, coincidiendo con los resultados
enconfrados cuando estudiamos la desorcion de la enzima de estos mismos soportes, al necesitar
de mayor concenfracion de NaCl en relacion a los demés sopories.

Un caso singular, es el observado sobre los soportes PElagarosa; DxtS04-agarosa y
MANAE-agarosa a pH 5, que en términos de fuerza de unidn parecia que la enzima se adsorbia
mucho mas débilmente, y en cambio, presentd una gran estabilidad en las condiciones
experimentales, alcanzando normalmente mas del 50% de vida media, al mismo fiempo de
incubacion a 75 °C. Los restantes derivados presentaron actividades residuales muy moderadas, con
valores minimos las preparaciones sobre DEAE-cefarosa, a los dos pH ensayados ya que casi
presentan una estabilidad muy parecida a la de la enzima soluble. De esta forma, decidimos usar el
derivado MANAE-agarosa y PEl-agarosa, a pH 7, como derivados reversibles modelos, para
posteriores experimentos, para posibles aplicaciones en reacciones de hidrolisis de mayor interés en
la industria alimentaria, debido a que el rendimiento de inmovilizacion, la fuerza de adsorcion y la
estabilidad alcanzadas fueron los mas adecuadas.

Al 5
) pH BIpHT
100 5, 00 4y
* y -
BO :_‘ . ] e i &
x = = 5 x —h
£ B+ - £ "
!. s .! .
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3 ] :
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Figura 21.- Inactivacion térmica de los derivados de alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2, tras la
incubacién a pH 7 y pH 5 a 75 °C. (#) Extracto de la enzima soluble (= 4 ) Derivado CM-agarosa (.4 )

Derivado DxtSOs-agarosa (M,A ) Derivado PEl-agarosa (M4 ) DEAE-sefarosa (¥, ) Derivado MANAE-
agarosa.

4.5.6. Efecto de |a temperatura en la actividad del derivado PEl-agarosa
Para determinar la temperatura dptima de la actividad enzimatica de los derivados, los
ensayos se realizaron como estd indicado en el aparfado 3.2.5.1. de Materiales y Mélodos. Se
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hicieron estudios de diferentes derivados preparados a pH 7 y pH 5 a diferentes temperaturas. Los
dos mejores derivados presentaron temperaturas dptimas similares a la de la enzima soluble, con la
peculiaridad de presentar una relativa estabilidad en el intervalo entre 60 y 70 °C.

100 4
z "] : - Figura 22.- Actividad a diferentes
= o temperaturas del derivado PEl-agarosa.
E! - . Las condiciones experimentales fueron
E 4. " d . tampon fosfato 50mM pH 7, conteniendo
z ~' 2,2 mg/mL. () Enzima soluble ()
L Derivado PEl-agarosa
0+ Ee el s i e e
30 40 50 &0 70 80 0

Temperatura, [*C)

4.5.7. Efecto del pH en la actividad del derivado PEl-agarosa

El ensayo para determinar el pH dptimo, tanto en la enzima soluble como en los derivados,
registré la aclividad méxima en el intervalo enltre el pH 6,5 y pH 7. Estos son los valores de pH
empleados para los ensayos posteriores. El experimento se realizd como estd descrito en el
apartado 3.2.5.1. de Materiales y Métodos.

"1

.
Z Figura 23.- Efecto del pH en la actividad
2 alfa-galactosidasa a 25°C. (®) Enzima
Ey soluble (#) Derivado PEl-agarosa.
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4.5.8. Estabilidad frente al pH y la temperatura de la enzima soluble y los derivados MANAE-
agarosa y PEl-agarosa

La enzima soluble alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 resultd ser menos estable que los
denivados MANAE-agarosa y PEl-agarosa en las mismas condiciones de estudio. La inmovilizacion
de la enzima permitio un incremento de la estabilidad de un 40% en relacion a la enzima soluble a
65 °C y pH 9. La arquitectura de la enzima inmovilizada permitid que la enzima conservara su
actividad a esta temperatura tras 70 horas de incubacion. El grado de estabilidad logrado en la
inmovilizacion ofrece ventajas préclicas frente al uso de la enzima soluble.

100 i ]
— M 1 - 2
£ = Figura 24.- Estabilidad térmica de
E 60+ ' . la enzima soluble y de los
| derivados a 65 °C pH 9 . (®)
40 - Derivado MAMAE-agarosa (4 )
g Derivado PEl-agarosa () Enzima
0 1 soluble.

1] 10 20 30 40 50 60 T0
Tiempo, (horas)

4.6. Purificacion, Inmovilizacién reversible y estabilizacién en un solo paso de la alfa-
galactosidasa de Thermus sp. T2 sobre soporte Sepabeads-quelato en presencia de imidazol

4.6.1. Adsorcion-purificacion de la enzima

Para la inmovilizacion de la enzima hemos usado diferentes soportes Sepabeads-quelato
(de acuerdo al grado de activacion del soporte con grupos IDA). En la Figura 25 representamos el
proceso de inmovilizacion de la enzima sobre el soporte Sepabeads-EB-IDA-Ni (activado con 115
pmoles de grupos IDA / g de soporte) frente a varias concentraciones de imidazol. El proceso de
adsorcion de la enzima fue bastante rapido y, fras aplicar distintas concentraciones de imidazol,
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observamos que cuando aplicamos hasta 50 mM de imidazol, mas del 80% de la enzima se adsorbia
al soporte, mientras que solamente un 5-10% de otras proteinas del extracto se adsorbian al mismo.
Asi, pudimos establecer nuestro protocolo de adsorcion sobre este soporte usando 50 mM de
imidazol, con el que s& aumenta notablemente el grado de pureza de la enzima ya en el paso de
adsorcion de las proteinas del exiracto. En la figura observamos que a concentraciones por debajo
de 50 mM de imidazol, el proceso de adsorcidn no era selectivo, ya que el porcentaje de adsorcion
de ofras proteinas naturales del extracto era bastante elevado, por €. 30% de ofras proteinas al
aplicar 20 mM de imidazol durante la adsorcion,

80 - mg
£ g
ﬁ‘ﬁu - mg
2
gu --u‘g
. 2 : “f

! . : = = to

] 10 20 0 o 50

[imidazol], mM

Figura 25.- Estabilidad térmica del derivado de la alfa-galactosidasa sobre soportes Sepabeads-EB-IDA-
Ni adsorbida en presencia de 50mM de imidazol. La inactivacidn tuvo lugar en Tampon fosfato sodico
SmMy pH 7, a 70°C. (*) Enzima soluble, (4 ) derivade Sepabeads-EB-IDA-Ni

En la Figura 26, se observa el grado de purificacion alcanzado, fras la adsorcion de la enzima sobre
el soporte Sepabeads-IDA-Ni quelato en presencia de 50 mM de imidazol. Para alcanzar estos
niveles de purificacion, hemos precalentado el extracto a 70 °C durante 10 minutos, para eliminar la
mayoria de la proteinas de E. coli y, seleccionado el soporte adecuado (atendiendo al grado de
activacion del mismo, concentracion de iones metélicos, el didmetro de poro del soporte v la
distribucion de los poros en el mismo).
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Figura 26.- Analisis en SDS-PAGE (12%) de
las preparaciones de extracto crudo de E. coli
conteniendo alfa gal adsorbida en sopores
Sepabeads-EB-IDA-Ni , en presencia de 50mM de
imidazol a pH 7 y 25°C

Carril1: PM

Carril2: Extracto crudo de alfa-galactosidasa

Carril 3: Proteinas adsorbidas sobre

Sepabeads-EB-IDA-Ni

Teniendo en cuenta estos parémefros y la naluraleza de la enzima (enzima lo suficientemente
grande - hexamero), deducimos que a concentraciones moderadamente grandes (50 mM) de

imidazol solo las grandes &reas superficiales de |a enzima son las que han podido superar la gran

concentracion de imidazol en el medio de reaccion y adsorber de forma muy selectiva al soporte.

Actividad residual, (%)

Figura 27.- Efecto de
la presencia de
imidazol en la
adsorcién de extractos
proteicos de E. coli
conteniendo alfa-
galactosidasa de
Thermus sp. T2 sobre
el soporte Sepabeads-
EB-IDA-Ni . La

Tiempo, (horas)

T ' ¢ adsorcién se llevd a
5 & T  cabo en tampén
fosfato SmM pHT.
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4.6.2. Capacidad de carga y estabilizacion térmica.

Usando el soporte MANAE-agarosa en condiciones de adsorcidn estandar, solamente
cerca de 2 mg de la enzima se adsorbia por gramo de soporte, ya que conjuntamenie se habian
adsorbido ofras proleinas del extracto. En cambio, aplicando la estralegia que acabamos de analizar,
s& ha podido adsorber cerca de 10 mg de enzima por g de soporte, previo calentamiento del exiraclo
enzimalico, como se comentd en el apartado 4.6.1. siendo esta cantidad idéntica cuando se habia
adsorbido la enzima previamente purificada. En la Figura 24 se observd gue la estabilidad del
derivado es mucho mayor que la comespondiente enzima soluble. Este hecho puede estar motivado,
por la naturaleza misma de la enzima (enzima hexamérica) y ademas por el hecho posiblemente, de
las condiciones restrictivas impuestas a la enzima durante el proceso de adsorcion, en que un mayor
nimero de subunidades de la enzima se han implicado en el proceso de inmovilizacion.

10 i &
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Mg de proteina ofrecida al soporte

Figura 28.- Efecto de la carga de proteina de alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 sobre la enzima
inmovilizada en MANAE-agarosa 4BCL. La inmovilizacion de la proteina se llevd a cabo en una solucion
de fosfato de sodio SmM pH T a 25 °C.
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4.6.3. Inmovilizacion irreversible de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 por unian

covalente multipuntual

Habiamos comentado en el inicio de esta Memoria, que el principal objetivo de esta Tesis
se centra en el desamollo de nuevas metodologias para la preparacion de biocatalizadores
inmovilizados de la alfa-galactosidasa deThermus sp. T2, por lo que era necesario conocer los
margenes de condiciones que podemos utilizar, es decir, aguellos valores enfre los cuales la enzima
es estable para realizar los diversos protocolos de inmovilizacion y estabilizacion que se prefenden
aplicar (Mateo, 2001). En este caso, los pH de interés son 7, donde tiene lugar la inmovilizacion de la
enzima en casi lodos los soportes y pH's alealinos, pe., 9, donde se consigue una intensa
interaccién de tipo multipuntual enfre los grupos reactivos de la proteina y los grupos reactivos del
soporte. En el epigrafe 4.5.2. donde se comentaron los resultados de la inmovilizacion reversible, ya
habiamos visto que, la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2, es sumamente estable en todo el

rango de condiciones experimentales estudiadas.

4.6.3.1. Rendimientos de inmovilizacion covalente de la alfa-galactosidasa sobre
distintos soportes

Para llevar a cabo esle experimento, la enzima fue inmovilizada sobre los soportes
bromuro de cianogenc-agarosa; glioxil-agarosa; glutaraldehido; Sepabeads-epoxido y Sepabeads-
amino-epoxido, como se ha descrito en Materiales y Métodos.

En la Tabla 5 se resumen los rendimientos obtenides fras la inmovilizacion de la alfa-
galactosidasa de Thermus sp. T2 sobre estos soportes. La mayoria de los soportes permitian
rendimientos de inmovilizacion tras 80 minutos, a excepcion de los derivados preparados sobre
soportes glioxil-agarosa y Sepabeads estandar, que lo hacieron en 24 horas de interaccion,
alcanzando en todos los casos una adsorcion superior a 85% y con rendimientos de recuperacion de
actividad por encima del 90% en casi todos los casos, a excepcion del derivado sobre Sepabeads

estandar, donde se ha alcanzado un 85 % de recuperacion de actividad enzimafica,
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Tipo de soporte
CMEr agarosa
Gligxil-agarosa
Glutaraldehido
MANAE-glutaraldehido
Sepabeads EC-EP
Aminoepdxido EC-HFA

Rendimiento (%)  Actividad intrinseca (%)

96
84
86
96
85
81

100
100
100
100
]
86

Tabla 5.- Rendimiente de inmovilizacion en soportes covalentes de la alfa-galactosidasa de Thermus sp.

T2

4.6.3.2. Cinética de inmovilizacién covalente de la alfa-galactosidasa sobre los

distintos soportes

La Figura 29 (A y B), muestra la inmovilizacion de la enzima sobre los distintos soportes.
En casi todos los soportes se pudo apreciar que las adsorciones fueron casi lotales, despues de los
respectivos  tiempos de inmovilizacion y las condiciones de cada caso. El soporte que mas
rapidamente inmovilizaba la enzima fue el BrCN-agarosa, que inmoviliza toda la enzima en 1 hora,

seguido del soporte glutaraldehido.

A inmavilizacion en gliozil-agarosa
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Figura 29 (A y B).- Curso de inmovilizacién de la enzima alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2, sobre
soportes Glioxil-agarosa y Glutaraldehido-agarosa. © Sobrenadante ®Suspension ... Blanco
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4.6.3.3. Estabilidad térmica de las preparaciones de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2
inmovilizadas covalentemente.

En la Figura 30 se muesira el efecto de la temperatura en las cinélicas de inaclivacion de
diferentes preparaciones de la alfa-galactosidasa. En ella se observa que todas las preparaciones
inmovilizadas de la enzima eran mucho mas estables que la enzima soluble, siendo el derivado
preparado sobre MANAE-agarosa, el que mejor estabilidad presentd, manteniendo casi la totalidad
de su actividad, (alcanzandose un grado de esfabilizacion de unas 40x con respecio a la soluble),
sequido del derivado sobre soporte glutaraldehido, que mantuvo cerca del 75% de la actividad tras
mas de 5 horas de incubacién a 75 °C y pH 7. Un dalo significativo fue el observado en las
preparaciones sobre soportes sepabeads. Tanto el derivado Sepabeads-amino epoxido como el
derivado sobre Sepabeads estandar, presentaron una estabilidad muy parecida a la de la enzima
soluble, con excepcion del derivado preparado sobre el soporte quelato epéxido (Sepabeads-IDA-
Cu), que conservaba casi 60-85%; lo que podria indicar que esta enzima posee zonas con una
densidad muy gran de residuos His capaces de unirse con los quelatos del soporte.

De esta forma, decidimos usar MANAE-agarosa enfrecruzado con glutaraldehido para
posteriores experimentos, debido a que el rendimiento de la inmowilizacién y la estabilidad alcanzada

fueron las que encontramos mas adecuadas para el disefic de las reacciones de inferés en
alimentos.

100 4. Figura 30.- Estabilidad
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4.6.3.4. Efecto del pH y de la temperatura en la actividad de los derivados inmovilizados
covalentemente

46.3.4.1. Efecto del pH

En la Figura 31 (A y B), se observa el efeclo del pH en la actividad de cada uno de los
derivados de la alfa-galactosidasa preparados de forma covalente, comparandolos con la respectiva
enzima soluble. Fueron estudiados en un rango de pH de 4 a 10, y en casi todos los derivados
observamos un perfil casi idéntico al de la enzima soluble, siendo los derivados glioxil-agarosa y
glutaraldehido-agarosa, los que presentaron mayor identidad. De forma general, los derivados
presentaron un pH opimo en torno a pH 65-8,0. Estas pequefias diferencias, podian estar
motivadas por el ensamblaje de la enzima en cada uno de los soporles. Dado que la alfa-
galactosidasa es una enzima mulimérica (hexamérica) y la inferaccion de cada una de las
subunidades en cada soporte, puede influenciar esa ligera modificacion en el comportamiento con el
pH.
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Figura 31 (A y B) - Analisis del efecto del pH en la actividad de la enzima inmovilizada en soportes
covalentes, comparada con la enzima soluble, (®) Enzima soluble (™) Derivado glioxil-garosa (%)
Derivado glutaraldehido-agarosa

4.6.3.4.2. Efecto de la Temperatura.

Una vez inmovilizada la enzima y estudiado el efecto del pH en la actividad, se estudic
posteriormente el efecto de la temperatura sobre la actividad de los derivados obtenidos, de forma
similar a como se procedié durante la caracterizacion bioquimica de la enzima soluble en un rango
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de temperatura desde 25 hasta 80 °C, como se puede observar en la Figura 32(A y B). El
comportamiento en todos los casos fue similar, tanto en la enzima soluble como en los derivados,
aunque se observd claramente una ligera diferencia a temperaturas superiores a 65 °C; donde la
enzima inmovilizada resultd mas estable que la soluble.

-
L
g

Actividad residual, (%)
Actividad residual, (%)
= B & B B

|
|

25 kL a5 55 65 5 ] kL] 45 5 65 s
Temperatura, (*C) Temperatura, (°C}

Figura 32 (AyB).- Analisis del efecto de la temperatura en la actividad de la enzima inmovilizada en
soportes covalentes comparada con [a enzima soluble. () Enzima soluble (=) Derivado glioxil-agarosa
() Derivado glutaraldehido-agarosa.

4.6.4. Optimizacién de la inmovilizacion irreversible de la alfa-galactosidasa sobre
MANAE-agarosa: entrecruzamiento con glutaraldehido

Tras haber logrado la adsorcion de la alfa-galactosidasa sobre sopories de tipo MANAE-
agarosa (maximo grado de activacion: 40 pmoles / g de soporte), se realizo el disefio de un nuevo
tipo de derivado en el que se combinara tanto la adsorcidn de la proleina al soporte junto con la
unién covalente, con el objeto de observar el efecto en la estabilidad de la proteina. Fue
seleccionado el soporte MANAE-agarosa, ya que hasta este momento, habia sido el soporte que
mejores resultados habia ofrecido, tanto en rendimiento como en estabilidad. Paralelamente, se
varnid el grado de activacion del soporte MANAE-agarosa para estudiar la influencia que podria lener
el uso de soportes con distintos niveles de activacion en las principales propiedades del
biocatalizador.
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GRADO DE ACTIVACION DEL SOPORTE 5 pmoles 20 pmoles 40 pmoles
ACTIVIDAD RECUPERADA (%) 64 82 96
GLUTARALDEHIDO 1%
ACTIVIDAD RECUPERADA (%) 56 7 88
GLUTARALDEHIDO 5%

Tabla 6.- Efecto de la concentracién de la solucion entrecruzante de glutaraldehido en la actividad de la
enzima inmovilizada en soportes aminados con diferentes grados de activacion.

Una vez adsorbida la enzima sobre los soportes MANAE-agarosa (activados con §; 20 y 40
pmoles de grupos amino/g de soporte), se incubaron los derivados en presencia de una solucion de
glutaraldehido al 1% y 5% (reactivo bifuncional gue permite entrecruzar los grupos aminos del
soporte y los grupes amino primarios de la enzima). Atendiendo a la mayor actividad recuperada en
relacion a la solucion entrecruzante al 5%, realizamos ensayos para comparar la estabilidad de los
dos derivados entrecruzados. Como se ve en la Figura 33, se comprobd que la enzima inmovilizada
y entrecruzada con las dos soluciones de glutaraldehido fue mucho mas estable que la enzima
soluble, sin embargo el derivado incubado con la solucion al 5% presentd menos actividad y fue

menos estable a 70 °C.
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Figura 33.- Efecto de la
concentracion de
glutaraldehide en la
estabilidad/actividad de los
derivados MAMNAE
optimizados a 70 *C. (%)
Enzima  soluble  (9)

Derivado MANAE-
glutaraldehide 1% ()
Derivado MANAE-
glutaraldehido 5%.

Conocida la concentracion Ideal para opfimizar los derivados MANAE-agarosa vy
observandose que el maximo de acfividad enzimatica se logrd ufilizando una solucion de 1% (viv) de
glutaraldehido, comparamos la estabilidad térmica entre el derivado MANAE-agarosa con el grado
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de activacion mas estable y que mejor adsorbit la enzima, el derivado optimizado con glutaraldehido
1% mas estable y el derivado glutaraldehide-agarosa, como se pode apreciar en la figura 35, todos
presentan mayor estabilidad que la enzima soluble.

El principal objefivo de este experimento, era estudiar el efecto del grado de activacion del
soporte, en las principales propiedades de la enzima y poder comparar este hecho con los derivados
enzimaticos no enfrecruzados.
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Figura 35.- Curso de inactivacion térmica a 70 °C de diferentes derivados preparados a partir
de diversas estrategias de inmovilizacion. (%) Enzima soluble (¥) 20 pmoles de MANAE-Glutaraldehido
1% (@) glutaraldehido (4 ) 40 pmoles de MANAE-agarosa

4.6.5. Estabilidad térmica de los derivados preparados sobre soportes MANAE-
agarosa

De los derivados MANAE-agarosa de diferentes grados de activacion, optimizados con
glutaraldehido 1%, resultaron ser muy estables los preparados a partir de soportes muy aclivados. El
estudio mosird que tras 48 horas de incubacion térmica a 70 °C, lograron conservar una actividad en
torne a B0%.

En |a Figura 36 podemos observar que tanto el derivado activado con 20 como el aclivado
con 40 ymoles, son mejores que el menos activado.
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Comparando las curvas de estabilidad en las Figuras 35 y 36, observamos que el grado de
estabilizacion se ve incrementado, pasando de una actividad residual de 60% a 80%, tras 2 dias de
incubacion, en un bafio de agua termostatizado a 70°C en las mismas condiciones de analisis tras el
entrecruzamiento de los mismos con glutaraldehido. Finalmente, en la Figura 36, comparamos los
mejores derivados oblenidos por entrecruzamiento con glutaraldehido contra el derivado menos
activado (5 pmoles).
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Figura 36.- Efecto del grado de activacion del soporte eén la estabilidad del derivado entrecruzado con
glutaraldehido al 1%. #soluble, A5 pmoles, = 20 pmoles, © 40 pmoles

En este experimento pudimos comprobar que efectivamente, a medida que aumenta el
nimero de residuos amino en el soporte, mejora enormemente el grado de estabilizacion de la
enzima. Curiosamente, parece ser que el aumento de grupos amino en el soporte no conlleva
proporcionalmente un aumento significativo en la estabilizacion de la enzima, ya que se puede
observar que los derivados con 20 pmoles presentaron mejores indices de estabilidad de la alfa-
galactosidasa de Thermus sp. T2
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4.7. Optimizacién de derivados de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2
inmovilizada sobre soportes BrCN-agarosa per entrecruzamiento con dextrano-aldehido

En el experimento anterior, observamos que los mejores derivados, en cuanto a estabilidad
térmica, eran los preparados sobre MANAE-agarosa, sequidos del derivado glutaraldehido. En la
Figura 31 se observd que el derivado sobre BrCN fue el cuarto en cuanto a estabilidad se refiere,
entre todos los analizados. Dado que fue un derivado con baja estabilidad, en el que tan solo se
retenia el 45-50% de la actividad, se realizaron estudios de optimizacidn con objeto de estabilizar la
esfructura hexamérica de la alfa-galactosidasa, realizando entrecruzamientos con dexirano aldehido
para ver si seria posible aumentar el grado de estabilizacion del derivado y estabilizar la estructura
cuatemaria de la enzima.

En la Figura 37 se presentan, por un lado, |a electroforesis en geles de poliacrilamida del
derivado BrCN-agarosa fras su enfrecruzamiento con dextranc-aldehido, y por ofro el estudio de la
estabilidad térmica del nuevo derivado obtenido comparado con el respectivo derivado sin
enfrecruzamiento y la enzima soluble. En la electroforesis observamos que antes del
entrecruzamiento, después de hervir el derivado con SDS y mercaptoetanol, aparecio una banda de
la enzima en el medio de reaccion, lo que estaba indicando que, la estructura tridimensional de la
alfa-galaclosidasa no se habia estabilizado por el mero hecho de su inmovilizacion, (calle 4). En
cambio, cuando se procedit al enfrecruzamiento del mismo derivado con dextrano-aldehido, ya no
aparecian bandas de la enzima en el medio de reaccion (calle 5).

También se puede ver el resultado de la estabilidad térmica del nuevo derivado
enfrecruzado, comparado con el derivado BrCN normal y en relacion con la enzima soluble. Como se
puede observar, ademas de conferir una mayor estabilizacion de la estructura cuaternaria de la
enzima, este tratamiento, conllevd una mayor estabilidad del derivado con relacién al derivado sin
enfrecruzar y mucho mayor aun que |a enzima soluble.
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Figura 37.- Estabilidad térmica a 75 °C pH 7, del derivado CNBr, CNBr-dextrano aldehido y la
disolucion de la enzima y su respectiva electroforesis.

Gel en SDS-PAGE de proteinas desorbidas de soportes aminados con 1; 2,5; y 5 pmoleslg de soporte
después de hervir en presencia de SDS como esta descrito en materiales y métodos. Carril 1: patrén de
peso molecular. Carril 2: extracto crudo de o-galactosidasa de Thermus sp. T2. Carril 3: exiracto crudo
de alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 después de la precipitacion térmica. Carril 4: proteinas
(sueltas) del soporte aminado 1pmol. Carril 5: proteinas desorbidas del soporte aminade con 2,5
umoles. Carril 6: proteinas desorbidas del soporte aminado 5 (moles. (¥ )Enzima soluble,
{ ™)CNBr, (&) CNBr dextranoaldehido

4.7.1. Efecto de la dilucién del derivado BrCN en la estabilidad frente al pH y frente a
temperatura

Una vez estudiado el efecto promovido por el entrecruzamiento con dextrano aldehido en
la estabilizacion de la estructura fridimensional de la enzima, y en la estabilidad térmica, en el
derivado BrCN estandar, nos propusimos estudiar el efecto que pudiera tener la dilucién en la
estabilidad de la alfa-galactosidasa. De este modo, analizamos tanto el derivado estandar BrCN-
agarosa, como el derivado BrCN-agarosa entrecruzado con dextranc-aldehido a diferentes valores
de pH. Asi, estudiamos ese efecto a pH 5, 7 y 9.

En todos los casos de pH se obtuvieron anélogos niveles de estabilidad. En la Figura 38,
esta representado el efecio de la dilucion en la actividad del derivado CNBr a pH 9,0. Se analizaron
derivados con 0,52 mg de proteinafml de suspensitn y derivados con 0,052 mg/ml de suspension.
Como puede verse en la Figura 38, la actividad enzimatica permanecio presente en los derivados de
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BrCN-agarosa a mayor conceniracion en el medio durante mas tiempo que para el caso en que los
derivados estaban diluidos 10 x en un orden de magnitud.

Por el contrario, en el caso de los derivados de BrCN entrecruzados con el dexirano
aldehido, no se observd diferencia alguna, en cuanto al nivel de actividad de la suspension, entre
suspensiones del derivado con distinta concentracion de derivado.

Ademas, los niveles de actividad de la suspension fue superior en el caso de los derivados
entrecruzados con el dextrano aldehido que en los que no lo estan.

Estas diferencias podrian explicarse por un efecto de disociacion de, al menos, alguno de
los componentes del hexamero enzimatico.

En los derivados entrecruzados con el polimero de aldehido, es razonable pensar que la
totalidad del hexamero estard enfrecruzado con el polimero impidiendo su disociacién. Por el
conirario, en el caso de los derivados de BrCN, solo los componentes del complejo enzimatico que
estén unidos mediante los grupos CN- del soporte permaneceran unidos a él.

La dilucién en la concentracidn de profeinas es uno de los motivos mas conocidos en los
procesos de disociacion-desnaturalizacion de las proteinas.

100 -
.
80 Figura 38.- Efecto de
5 3 dilucion en la actividad
F | = del derivado CNBr a
= 60 - T0°C pH 9
= Derivado CNBr 0,56
8 40 mgiml (=) Derivado
9 - CNBr 5,2 mg/ml.
2 :
g 20
n 'Ju_l_' T Pt MDA e R T T B U T >
0 2 4 6 & 10 12 14 16 18

Tiempo, (horas)

67




Resultados

4.8.- Reacciones de interés con alfa-galactosidasa y sus derivados

4.8.1. Estudio de las cinéticas de inhibicién de la alfa-galactosidasa de Thermus sp.
T2 soluble y de los derivados MANAE-glutaraldehido y PEl-glutaraldehido por los productos

de las reacciones de mayor interés en Tecnologia de Alimentos

En los estudios cinéticos para la deferminacion de todas las constantes se ulilizd pNPG
como sustrato, atendiendo a la facilidad de su manipulacién durante los experimentos y de la
especificidad de la enzima de estudio. En las Tablas 7, 8 y 9 se presentan los resultados obtenidos
cuando se calcularon las constantes cinéticas (Km, Vmax y Ki), tanto para la alfa-galactosidasa de
Thermus sp. T2 soluble, como para los mejores derivados obtenidos: PE-Glutaraldehido y MANAE-

glutaraldehido.

INHIBIDOR

Blanco
Galactosa
Galactosa
Galactosa

Glucosa

Glucosa

Glucosa
(alactosa +glucosa
(alactosa =glucosa
Galactosa +glucosa

cm

200

ENZIMA SOLUBLE
Vmdx (minfumol)  Km (mM)
38 33
5.1 44
22
142
a7 46
24,8 66
18,5 84
29,7 4
37
1448 33

0
192,56
184,8
14,1
2233
25
2708
3535
264,5
156,48

NO COMPETITIVA

RO COMPETITIVA

NO COMPETTTIVA

Tabla 7.- Constantes cinéticas de las reacciones de inhibicion catalizadas por la enzima en
disolucitn, empleando como inhibidores soluciones de glucosa y galactosa.
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INHIBIDOR

Blanco

Galactosa
Galactosa
Galactosa
Glucosa
Glucosa
Glucosa
Galactosa + glucosa
Galactosa + glucosa

Galactosa + glucosa

Cil)
m

50
100
200

50
100
200

a0
100
200

DERIVADO PEGLUT 1% Ki

Vmax

{min/pmaol)

30.3

26,7
21,6
15,8
28
241
18,8
24,9
194
15

Kmi{mM)
4
47 70,8
4.8 248,2
5.4 217,89
49 6086
4.8 3887
45 326,9
i 2305
5 102,5
4.5 212.2

TIPO DE
INHIBICION

NO COMPETITIVA

NO COMPETITIVA

NO COMPETITIVA

Tabla 8.- Ct;:nstal‘ltes cinéticas de las reacciones de inhibicion catalizadas por el derivado PEI-
glutaraldehido, empleando como inhibidores disoluciones de glucosa y galactosa.

INHIBIDOR

Blanco

Galactosa
Galactosa
(zalactosa
Glucosa
Glucosa
Glucosa
Galactosa +glucosa
Galactosa +glucosa

Galactosa +glucosa

()
mM

0

50
100
200
al
100
200
50
100
200

DERIVADO MANAE-GLUT 1%  Ki INHIBICION
Vmax (minfumol) — Km(mM)
46,3 38 ]
278 47 75 NO
223 65 92 9 COMPETITIVA
16,8 6.9 113.8
30,3 48 94 6 NO
242 45 100 COMPETITIVA
15,3 3.7 98,7
373 55 207.2 WO
28.2 59 155.8 COMPETITIVA
18,1 3.8 1283

Tabla 9.- Cnnstante_s cinéticas de las reacciones de inhibicion catalizadas por el derivado
MANAE-glutaraldehido, empleando como inhibidores disoluciones de glucosa y galactosa.

Y
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Los valores de la Km hallados para la enzima soluble se situaron dentro de los limites
descritos en la bibliografia para ofras enzimas (Ishiguro y col., 2001), para la alfa-galactosidasa de
Thermus sp. T2, determinados con pNPG como sustrato, (4 - 6 mM) y glucosa, galactosa y sacarosa
como inhibidores, en concentraciones desde 50 hasta 200 mM de cada uno de eflos.

La gran eslabilidad del biocalalizador asociada a la baja inhibicion verificada en los
experimentos donde se emplearon los productos de la reaccidn como sacarosa, glucosa, galactosa y
la combinacién de la glucosa con la galactosa, sugieren su aplicabilidad en el proceso industrial. Con
la sacarosa no se detectd ningdn fipo de inhibicion con las mismas concenfraciones empleadas y a
distintos pH.

De acuerdo a las inhibiciones realizadas con glucosa y galactosa son del fipo no
compelitvo, por los resultados enconfrados.

4.8.2. Hidrdlisis de rafinosa y melibiosa

La actividad alfa-galaclosidasa se ha determinado usando oligosacaridos como suslratos
(disacarido melibiosa y el frisacarido rafinosa). En esta Tesis estudiamos la hidrdlisis de azlicares
como la melibiosa y la rafinosa, normalmente usadas en el procesamiento de soja, alimenlos para
animales a base de soja y suplementos dietéticos.

70




Resuliados

a-galactosidasa [ | Invertasa J

|
Galactosa Galactosa Jl

Glucosa Fructosa

: “M'ﬁ 4 HO-CH,
| |
OH
o CHz0H

OH
[a1s] G
_"\‘fa‘_

A
Saca
N -
M ";I\r'
alibiosa T
—
Rafinosa

Las alfa-galactosidasas catalizan la hidrdlisis de enlaces 1-6 de residuos alfa-galactosidos
de oligosacridos fipo melibiosa (galactosa-1,6-alfa-glucosa), rafinosa (galactosa-1,6-alfa-sacarosa)
y estaquiosa (galactosa-alfa-rafinosa) Margolles-Clark y col., (1998).
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Esquema 1.- Hidrélisis de los oligosacaridos de estudio: Melibiosa (galactosa y glucosa);
rafinosa (sacarosa y galactosa).

4.8.3.- Sintesis de galactooligosacaridos {GOS)

Como se ha comentado en la Introduccién y en los Objetivos de esta Tesis Docloral, las
alfa-galactosidasas fienen un especial interés en Tecnologia de Alimentos, ya sea para la produccion
de hidrolizados de alfa-galactdsidos, como por ejemplo, rafinosa, melibiosa y otros, en alimentos de
origen vegetal, como también en reacciones de sintesis de compuestos con gran valor afiadido,
como son los galacto-oligosacaridos (GOS), como se lustra en la Figura 39.

12

fan

Figura 39.- Cromatogramas del analisis por HPLC: (A) Reaccién de hidrélisis de rafinosa
catalizada por el derivado MANAE-glutaraldehido 1%. (B) Reaccién de hidrélisis de melibiosa
catalizada por el derivado PEl-glutaraldehido.

Se compararon los rendimientos tanto de sinfesis como de hidrdlisis, usando como
sustratos rafinosa y melibiosa variando la temperatura de reaccion conelpH 5y 7. ApH 7 y 50 °C
los mejores rendimientos de hidrélisis fueron obtenidos cuando se utilizo la enzima en forma soluble,
y en cambio en estas mismas condiciones, los mayores rendimientos de hidrolisis se consiguieron
con el derivado MANAE-agarosa entrecruzado con glutaraldehido al 1%.

Este comportamiento fue observado cuando |a reaccion fuvo lugar a pH 5 y 50 °C, aunque
los valores porcentuales de sintesis fueron mucho menores en estas condiciones (un 40 % menos
en el rendimiento de GOS). En cambio se estudié que el derivado PE|-glutaraldehido, comparado
con la enzima soluble. Se obtuvieron casi los mismos rendimientos de sintesis para el derivado que
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para la enzima soluble, asi como los valores porcentuales de hidrolisis que fueron muy parecidos,
como se pueden ver en las figuras siguientes:
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Figura 40 (A. B, C y D).- Cursos de las reacciones de hidrolisis de rafinosa y melibiosa
catalizadas por la enzima soluble, derivados MANAE-glutaraldehido y PEl-glutaraldehido, en
condiciones diversas de temperatura y pH. (@) melibiosa, (W) galactosa, (4) glucosa,
(®)oligo
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Resultados

Figura 41 (A, B.}.- Cursos de las reacciones de hidrélisis de rafinosa y melibiosa catalizadas
por la enzima soluble, y derivados MANAE-glutaraldehido y PEl-glutaraldehido. pH 7, 60°C
(™) rafinosa, (™) galactosa, { © ) sacarosa, (A )oligo

Se han estudiado reacciones de hidrélisis de rafinosa y melibiosa tanto con la enzima en
disolucion y las correspondientes preparaciones inmovilizadas. La enzima es preferentemente
sensible a las reacciones de hidrolisis cuando se ha usado rafinosa como sustrato, mientras que los
mayores rendimientos de sintesis se han oblenido cuando usamos melibiosa como sustrato.
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5. DISCUSION

1.- Produccin de la enzima recombinante

La estrategia para el clonaje e hiper-expresién del gen que codificaba para la enzima alfa-
galactosidasa de Thermus sp. T2 en Escherichia coli M2508 ha sido un éxito, lograndose la
produccion de mas de 300 U de actividad por L de cultivo frente a las 85 U/L obtenidos con la cepa
control p0S105. La proteina se expresaba sin formar cuerpos de inclusion y llegaba a nivel de
sobreproduccién que permitian que méas del 4% del total de proteinas del hospedador fuera la

enzima deseada, mantenlendo la acfividad y estabilidad de la enzima nativa.

2.- Purificacién de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2.

El primer elemento diferenciador entre |a alfa-galactosidasa y la mayoria de las proteinas
del hospedadar (E.colf MC2805) era su resistencia al calor y por ello un primer paso de purificacion
consistid en un tratamiento térmico que mantenia inalterada nuestra enzima recombinante
termorresistente y provocaba la agregacion de un porcentaje considerable de proteinas del
hospedador (y practicaments eliminaba todas las proteinas de Ecoli de muy elevado peso
molecular, fundamentalmente proteinas multiméricas). Como resultado de este primer paso
obteniamos una mezcla de proteinas (factor de purificacién alrededor de 3) donde la Gnica proteina
de elevado peso molecular era la proteina recombinante termorresistente.

En estas condiciones el sequndo elemento diferenciador entre nuestra alfa-galactosidasa y
el reslo de las proteinas del extracto era su elevado peso molecular. La alfa-galactosidasa de
Thermus sp. T2 tiene un pese molecular superior a 53.000 dalton y probablemente se podria
adsorber selectivamente sobre soportes de intercambio anionico con muy baja densidad de grupos
intercambiadores. Efectivamente encontramos que Gnicamente la proteina recombinante se adsorbia
a soportes conteniendo 2 pmoles de aminos ionizados por ml de gel y de este modo podiamos
purificar la proteina recombinante totalmente (aparicién de una dnica banda en electroforesis SDS-
PAGE) con un rendimiento del mas del 80%, con una actividad especifica unas 25 veces mayor que

en el estrato crudo y segln unos protocolos de purificacion facilmente escalables a nivel industrial.
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3.- Caracterizacion previa de la alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2

Una vez obtenida la enzima pura, estudiamos su aclividad hacia derivados de muchos
azlcares. Las mejores actividades (mas de 500 veces mayores que todas las demas) las obtuvimos
con el p-nitrofeil derivado de alfa-D-galactopirandsido. De este modo parece que efectivamente esta
enzima es una alfs-galactosidasa muy especifica. También estudiamos las curvas actividad pH (la
enzima tenia un méaximo alrededor de 7.0 pero era muy activa en el intervalo de pH 53-8) y las
inactivaciones térmicas a diferentes pHs y temperaturas (pH 5, 7 y 9) y temperaturas comprendidas
entre 50 y 70°C. La enzima era térmicamente muy estable (p.e., tenia una vida media de 1 hora

cuando se inactivaba a 70 °C y pH 7).

4.- Inmovilizacién reversible.

Dado que la enzima soluble era muy estable evaluamos las posibilidades de inmovilizacién
reversible ya que ahora no serfa estrictamente necesario que estas técnicas de inmovilizacion fueran
muy estabilizantes. Estos derivados si que podrian ser (tiles sobre todo para reacciones de sintesis
de aditivos alimentarios (sin estar las enzimas no estabilizadas en contacto dirscto con los
alimentos).

Utlizando geles de agarosa recubiertos de PEl (polimero policationico) logramos
inmovilizar la enzima muy rapidamente (recubrimiento total del soporte con enzima en menos de 1
hora) y ademés conservando el 100% de la actividad catalitica correspondients a la enzima soluble.
Ademas la adsorcion de la enzima era muy intensa (mas del 40 % de la enzima continuaba
adsorbida al soporte cuando se incubaba en presencia de 800 mM de NaCl). Los derivados
inmovilizados resultaron ser 100 veces més estables que la enzima soluble en experimentos de
inactivacion térmica a pH 7.0. En principio el método de inmovilizacién puede considerarse casi
ideal: el soporte activado es muy estable, la inmovilizacién es muy répida, la recuperacion de
actividad es maxima y ademéas de partir de una enzima muy estable logrébamos aumentar todavia
mas su estabilidad. Incluso, una vez inactivada la enzima esta s& puede desorber del soporte y el
soporte se puede reufilizar adsorbiendo una nueva cantidad de enzima activa. Es decir hemos
desamollado un método de inmovilizacion-estabilizacion de una enzima termorresistente que resulta
muy sencillo, muy barato y muy eficiente. Logicamente la interaccion idnica multipuniual entre la
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pelicula polimérica de PEIl y una proteina de muy elevado peso molecular debe provocar unas
adsorciones realmente intensisimas y asi no precisamos la inmovilizacion covalente para lograr una
inmovilizacion realmente muy estable. Desde luego el método parece ser el ideal para procesos de
quimica sintética (sintesis de oligosacaridos que se purifican posteriormente) y tenemos aun la duda
de su utilidad en quimica de alimentos ya que tendremos que estudiar la posible alergenicidad de las
subunidades de la enzima (que al no estar fijadas covalentemente) podrian liberarse aunque fuera
en cantidades minimas al alimento gue estamos modificando.

5.- Inmovilizacién covalente multipuntual

A pesar de los buenos resultados obtenidos para la inmovilizacion reversible estudiamos
también la unién covalente sobre soportes altamente aclivados para ver si conseguiamos
estabilizaciones adicionales por inmovilizacion covalente mulfipuntual. Utilizamos diferentes soportes
para inmovilizar la enzimas: sopories activados con bromociandgeno que inmovilizaban la enzima a
través de sus grupos amino mas reactivos, soportes activados con grupes glioxil que inmavilizaban
la enzima por las regiones mas ricas en residuos lising y soportes glutaraldehido que inmovilizaban
en primer lugar la enzima por adsorcion idnica (sobre los grupos amino secundarios a los que se ha
unido el glutaraldehide) a través de las regiones de la enzima con mayor densidad en cargas
neqativas (residuos Asp y GLu) y posteriormente fijaban covalentemente la enzima por reaccidn de
los grupos aldehido del soporte y los grupes amino presentes en la region de la enzima que habia
participado en el proceso de adsorcidn. En todos los casos se observaran inmovilizaciones muy
rapidas, elevada recuperaciones de actividad y los derivados resultantes eran mas estables que la
enzima soluble. Los mejores derivados (més estables incluso que los obtenidos por inmovilizacion
reversible) eran los derivados obtenidos sobre soportes activados con glurataldehido. Por ellos
intentamos  optimizar esta inmovilizacion estudiando  diferentes estrategias  previamente
desarrolladas en nuestro laboratoric (pe., adicidn de glutaraldehido soluble sobre enzimas
previamente adsorbidas sobre soportes amino). También evaluamos la influencia de la
concentracion de los grupos amino del soporte sobre la actividad-estabilidad final de los derivados.
La adsorcién de la enzima a gelas amino muy activados y el posterior fratamiento con una disolucion
1% de glutaraldehido nos permite preparar derivados que conservan el 80% de la actividad catalitica
y son mas de 500 veces més estables que la enzima soluble. Ademés las curvas de inactivacion son
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claramente bifasicas y finalmente obtenemos un 50-60% de la actividad enzimatica que resulta
extraordinariamente estable. Estos resultados sugieren que estamos consiguiendo una intensa
inmovilizacién covalente multipuntual (los derivades més estables se conseguian con los sopories
mas activados). Comparados con los métodos glutaraldehido convencionales, la adicién posterior del
glutaraldehido puede favorecer la inmovilizacion multipuntual (entrecruzamiento entre grupos amino
de la enzima y los grupos amino del soportes) pero proveca también la modificacion quimica de
todos los grupos amino de la enzima y esto podria tener efectos desfavorables.

6.- Estabilizacion de la estructura cuaternaria

Para optimizar la estrategia de estabilizacion de la estructura multimerica de la enzima
elegimos el entrecruzamiento de la enzima inmovilizada con dextrano aldehido. Para ponerlos a
punto, elegimos el método de inmovilizacion menos estabilizante (agarosa-BrCN)., que se incubaba
con dextrano aldehido de 71 KDa. Las electroforesis muesiran la enzima pura, la enzima
inmovilizada en azarosa-BrCN sin tratar (libera algunas subunidades como se aprecia por la
presencia de un a banda de proteina que coincide con el mondmero de la alfa-galactosidasa ) y el
derivado BrCN  tratado con dextrano aldehido. Este dltimo derivado ya no libera ninguna proteina
tras el fratamiento a 100°C en presencia de SDS, lo que sugiere que todas las subunidades estan
unidas a soportes o entrecruzadas con una que si lo esta.

Estudiamos la estabilidad de los derivados a diferentes valores de pH y observamos que a
pH 5 y 7 la estabilidad apenas variaba con la concentracion de la enzima inmovilizada o diluida. Sin
embargo, a pH 9 la inactivacion térmica tanto de la enzima libre como de la enzima inmovilizada
sobre agarosa-CNBr depende de la concentracion de la enzima. Los derivados entrecruzados ya no
dependen de la dilucion incluso a pH 9. De esta forma, a este pH y cuando estan muy diluidos (muy
parecido a las condiciones industriales) son todavia muche mas estables que la enzima soluble.
Ademas de estos efecins estabilizantes, la estabilizacion completa de la estructura hexamérica de la
enzima impide la liberacion incluso de pequefias trazas de proteina al alimento, con los que estos
derivados resultan especialmente Otiles para tecnologia de alimentos: enzima recombinantes poco o
nada alergénicas expresadas en hospedadores GRAS y estabilizadas completamente (union
covalents sobre &l soporte méas el entrecruzamiento covalente de subunidades) modifican el alimento
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como nesotros deseamos sin contaminarlo con ningdn componente del la enzima empleada. De esta
forma, podriamos conseguir una quimica completamente limpia del alimento.

7.- Purificacion, limovilizacién y estabilizacién de la alfa-galactosidasa en un solo
paso

Las reacciones de quimica de alimentos deben ser muy sencillas, ya que implica grandes
volimenes de productos muy Otles pero no de gran valor afiadido. Por ello si se desamollan
sstrategias que permitan en un solo paso purficar, inmovilizar y estabilizar la enzima de interés en
un solo paso habremos simplificade enormemente el proceso de preparacion del biocatalizador,
abaratando precios y acercandolo a los requerimientos industriales.

Para conseguir esto, utilizamos un métode de inmovilizacian que tan solo fije la proteina al
soporte cuando se formen miltiples uniones. Utilizando soportes muy activados (para que la fuerza
de adsorcion final sea muy fuerte) que presenten grandes superficies, y realizando la adsorcién en
condiciones poco favorables intentamos conseguir la purificacién-inmovilizacion y estabilizacion de
enzimas de gran tamafio, por su capacidad de establecer una gran numero de enlaces con el
soporte frente a proteina pequefias que no tuvieran esta posibilidad Como soperte elegimos
soportes activados con quelatos metalicos, ya que muy pocas proteinas naturales presentaran zonas
con elevada densidad de His (otra posibilidad de que estas adsorciones se produzcan incluso en
condiciones desfavorables) realizando la inmovilizacion a elevadas concentraciones de imidazol para
dificultar la adsorcidn. Elegimos la concentracion de imidazol més elevada que permitia la adsorcion
de nuestra proteina modelo, y exiractos de nuestra profeina sometidos a un tratamiento térmico,
donde nuestra enzima era la mayor proteina soluble, De esta forma conseguimos, la purificacién por
adsorcién (inmovilizacion reversible selectiva) de proteinas grandes. Los derivados obtenidos
resultaron mas estables que la enzima soluble.

Esta estrategia se revela como un métedo casi ideal de inmovilizar enzimas grandes de
termofilos clonadas en un mesofile, ya que en una sola etapa podemos purificar-inmovilizar y
estabilizar la enzima utilizando un método reversible, que permite que tras la inactivacidn de la
enzima se pueda reutilizar el soporte para inmovilizar una nueva carga de enzima.
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8.- Reacciones de hidrélisis y de transglicosilacion

Uno de los usos principales de estos derivados seria la hidrélisis de leche de soja para
gliminar restos de rafinosa y melibiosa que pudieran tener efectos negativos. Al ser un alimento
liquido, es posible utiizar en este fipo de reacciones derivados de enzimas inmovilizadas sobre
soportes porosos como los desarrollados en esta Tesis Doctoral. Ni la enzima soluble ni los
derivados inmovilizados mostraban una inhibicién significativa por los posibles productos de la
reaccion, como la alfa-galactosa, sacarosa o glucosa, con constantes de inhibicion del orden de
molar. Esto permitia cursos de reaccion muy lineales que permitian la hidrdlisis total de los
compuestos diana.

En la hidrolisis de melibiosa se apreciaba la aparicion de productos resultados de
reacciones de fransglicosilacion, en el caso de la enzima soluble estos picos eran muy minoritarios
mientras gue utilizande algunos derivados inmovilizados se llegaba a unos rendimientos de
produccion mucho mayores (en torno al 40%). Estos oligosacaridos forman parte de un 40 % de
posibles aditivos funcionales de alimentos segin aparece descrito en la literatura de patentes.

De esta farma, esta tesis ha realizado un abordaje sumamente pluri y mulidisciplinar que
ha permitido el disefic de catalizadores de enzimas complejas (hexaméricas de elevado peso
molecular) con una gran actividad y establlidad que podrian ser itiles para las reacciones de
hidrélisis o sintesis de alfa-galactésidos en derivados de leguminosas, cada dia mas relevantes para
una buena nulricién humana.
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6. CONCLUSIONES
A modo de resumen de la presente Tesis Doctoral quisiéramos resaltar las siguientes conclusiones:

1.- La alfa-galactosidasa de Thermus sp. T2 fue super-expresada en el hospedador E.coli MC2508
obteniéndose la forma activa de la enzima constituyendo un 10% del total de a proteina producida
por el hospedador recombinante.

2- La enzima era especifica hacia alfa-D-galactopirandsidos, era muy estable a temperaturas
comprendidas entre 50 y 70°C y era muy activa y estable en un amplio rango de pHs (entre 5y 9).

3.- Se disefid un protocolo original y muy sencillo de purificacion de la enzima recombinante
termoestable y de muy gran tamafio (6 subunidades de 53.500 dalten). Por un lade la enzima era
resistente al tratamienta por calor y por otro la enzima se adsorbia selectivamente sobre soportes de
intercambio  anidnico muy poco activados. Enfre los dos procesos lograbamos una enzima
homogénesamente pura (electroforesis SDS-PAGE) con un rendimiento del 80% de la actividad
catalitica.

4.- Laenzima se podia inmovilizar reversiblemente por adsorcion sobre intercambiadores aninicos
y cationicos. Los mejores resultados se obtuvieron con intercambiadores anidnicos polimericos
{geles de agarosa recubiertos de poliefilenimina). La enzima se inmovilizaba muy rapidamente (en
menos de una hora), conservaba el 100% de actividad catalitica y no se desorbia completamente
del soporte ni siquiera a 800 mM de NaCl. Estos derivados eran ademas muchoe méas estables que la
enzima soluble (100 veces més estables en experimentos de inactivacion térmica a pH 7.0)

5- La enzima se inmovilizo covalentemente sobre diferentes soportes altamente activados. Los
mejores resultados de actividad y estabilidad se obtuvieron con soportes activados con
glutaraldehido. Mejores resultados se obtuvieron todavia cuando la enzima se adsorbia ionicamente
sobre sopartes conteniendo una alta concentracion de grupos amino primarios y posteriormente se
trataba con una disolucion al 1% en glutaraldehido. Estos derivados eran 500 veces més estables
que la enzima soluble termomesistents.

6.- Los derivados de |a enzima unidos covalentemente a diferentes soportes (p.e., agarosa activada
con BrCN) liberaban parte de sus 6 subunidades cuando se incubaban con SDS. En principio es muy
dificil estabilizar una enzima hexamérica sobre la superficie plana de un soporte. Sin embargo el
tratamiento de |a enzima inmovilizada con dextrano aldehido estabilizaba completamente la
estructura cuaternaria de los derivados impidiendo la liberacién de cualquier subunidad de la enzima
cuando se ufiliza en tecnologia de alimentos.

7.- Sedesarrollo una estrategia original de purificacian, inmovilizacion reversible y estabilizacion de
la enzima. La enzima de gran tamafio molecular se adsorbia sobre soportes altamente aclivados con
grupos quelato en presencia de altas concentraciones de imidazol. Posteriormente se eliminaba el
imidazal y el derivado resultante era mucho mas estable que la enzima soluble.
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8- La enzima soluble y los mejores derivados apenas se inhibian por alfa-D-galactesa y por los
demas productos de los reacciones de hidrélisis (glucosa o sacarosa). . Por ello podiamos hidrolizar
completamente (sin inhibiciones) altas concentraciones de rafinosa y melibiosa

8.- Los mejores denivados inmovilizados eran capaces de catalizar reacciones de transglicosilacion
utilizando melibiosa como substrato. Llegamos a obtener hasta un 40 % de productos de sintesis.
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