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Figura 15. Distribucion de pesos moleculares de Bs-SacB inmovilizada. Reacciones a 5.5
pMg/mL de enzima inmovilizada. En una reaccién fue anadido 1 mg/mL de enzima
inactiva doble mutante. Estas reacciones se llevaron a cabo a 100 g/L de sacarosa a
K A SRS 52

Figura 16. A) Esferas de agarosa con Bs-SacB inmovilizada y cubierta de levana.
Fotografia tomada a 12 horas de reaccion. B) Esferas de agarosa sin enzima
inmovilizada. Ambas fotografias tomadas en microscopio optico (40X) en campo
(o3 =1 4 o J S 52

Figura 17. Distribucion de pesos moleculares de la levana sintetizada por Bs-SacB, las
mutantes H243L y S164A. En lineas discontinuas negras se muestra la levana de
APM-SacB; en amarillo se muestra levana con distribucion bimodal sintetizada por
Bs-SacB; en linea continua negra se muestra la levana de BPM-SacB; en rojo la
levana de APM-H243L; en azul la levana BPM-S164A. Las condiciones de sintesis
se describen en la seccion 8.2.1 ... 55

Figura 18. Distribucién del tamafo de particula por DLS de las levanas sintetizadas por
Bs-SacB y sus mutantes. (---rojo---) levana de BPM-SacB; (---negro---) levana de
APM-H243L,; (---rosa---) levana de APM-SacB; (---verde---) levana de BPM-S164A y

(---azul---) levana con una distribucion bimodal de peso molecular sintetizada por Bs-

Figura 19. Nanoparticulas de levana de BPM-SacB, analizadas por microscopia
electronica de transmision después de 1 hora de reaccion (10 U/mL, 100 g/L de
sacarosa, 37°C). A) 35,000X B) 50,000X.......ccoeeiimruiiieeeeeeieeeiiiiee e e e e 58

Figura 20. Cinética de formacién de nanoparticulas. A) Sintesis de levana de bajo peso

molecular durante la reaccién (10 U/mL, 100 g/L de sacarosa, 37°C). B) Sintesis de
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1 RESUMEN

Bs-SacB, la levansacarasa de Bacillus subtilis, tiene la capacidad de sintetizar levana con
una distribucion bimodal de pesos moleculares (alto y bajo peso molecular), pero bajo
ciertas condiciones de reaccion, puede sintetizar casi exclusivamente una u otra levana.
Sin embargo, hasta el momento sb6lo se ha podido describir un efecto/causa del
fendmeno: condiciones de reaccion/peso molecular, sin tener un mecanismo claro que lo
explique. Una de estas condiciones de reaccion es la concentracion de enzima, analizada
en detalle en este trabajo, encontrando primeramente que el peso molecular que alcanza
la levana modulado por la concentracion de enzima, se conserva en la sintesis de levana
por las mutantes H243L y S164A, las cuales se habian reportado como enzimas con un
producto de distribucion monomodal de peso molecular. En efecto, mediante la
inmovilizacion de Bs-SacB o de la mutante S164A se demostrdo que al evitar las
interacciones enzima/enzima o enzima/polimero/enzima, a pesar de tener una alta
concentracion de enzima en la reaccidon -condicion que da lugar a la sintesis de levana
de bajo peso molecular- se sintetiza exclusivamente levana de alto peso molecular. Se
plantea asi, que sitios en la superficie de la enzima le permiten interaccionar con el
polimero o con otra molécula de enzima, afectando el crecimiento de las cadenas de
levana. Paralelamente, se estudié un factor hasta ahora ignorado dentro de la sintesis de
levana y es la capacidad de la levana de formar nanoparticulas en el medio de reaccion.
Del analisis de este fendmeno se encontrdé evidencia que sugiere que moléculas de
levana de bajo peso molecular (52 residuos de fructosa) interactuan entre si para formar
una nanoparticula de al menos 100 nm, hasta ahora solo reportadas para levana de alto
peso molecular. La caracterizaciéon por microscopia electronica de transmisién permitio
confirmar su morfologia y tamafo. Un analisis en la cinética de formacion de
nanoparticulas demostré que la levana adopta esa estructura desde el inicio de la
reaccion. Se encontré6 ademas de que las nanoparticulas son muy estables y que una
vez formadas, es dificil desagregarlas, sugiriendo que una vez ocurra esta agregacion no
estan disponibles para ser elongadas por la enzima. La cuantificacion de nanoparticulas
por analisis de rastreo de nanoparticulas (NTA, por sus siglas en inglés) demostrd que a
medida que avanza la reaccion el numero de particulas aumenta, pero manteniendo el

mismo tamano. Mediante esta técnica también se pudo determinar que se necesita una
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cantidad minima (4.8x10° mg/mL) de levana para detectar nanoparticulas. Un hallazgo
dentro del proyecto lo constituye el aportar evidencias a que el mecanismo mediante el
cual se sintetiza la levana de alto peso molecular es, al igual que la levana de bajo peso
molecular, no procesivo. Esto se concluye después de llevar a cabo una precipitacion
fraccionada de la levana de alto peso molecular, y observar que la distribucion de peso
molecular de las fracciones encontradas asi lo sugiere. La comparacion de dos técnicas
para calcular el peso molecular de la levana demuestra que el peso molecular de la
levana de alto peso molecular es de 35,600 KDa, segun se determin6é por SEC-MALS,
un orden de magnitud superior a lo que hasta ahora se ha reportado mediante mediciones
por SEC-RI. Dado que la determinacioén por SEC-MALS se basa en un método absoluto,
sumado al comportamiento de la levana en solucién, es probable que el peso molecular
de la levana corresponda al determinado por SEC-MALS. A pesar de los valiosos
avances logrados en este trabajo, no se ha podido aun definir claramente el mecanismo
mediante el cual -bajo ciertas condiciones de reaccidn- el crecimiento de las cadenas se

detiene para dar lugar a una levana de bajo peso molecular o de alto peso molecular.
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2 INTRODUCCION

La levana es un homopolisacarido compuesto de fructosas, unidas por enlaces 3-2,6 y
es sintetizado a partir de sacarosa por una fructosiltransferasa. Este polisacarido es de
sumo interés, debido principalmente a sus caracteristicas fisicoquimicas y a su actividad
funcional. Existen potenciales aplicaciones de este polimero, que en su mayoria
dependen del peso molecular y van desde aplicaciones como prebidtico, como
aditamento en yogurt, como su uso en biopeliculas para reparar dafio a tejidos por
quemaduras, hasta su actividad antiirritante, antioxidante, antiinflamatoria, antiviral,
anticancerigena, entre muchas otras como ha sido revisado a profundidad por Oner et al.
(2016). Hay aplicaciones tanto para los oligosacaridos de bajo grado de polimerizacion
(DP 2-10) conocidos como fructooligosacaridos o FOS, asi como de las levanas de bajo

y alto peso molecular (Mw= 8,3 y 2,200 KDa, respectivamente).

La sintesis de levana microbiana es llevada a cabo por una sola enzima, una
fructosiltransferasa denominada levansacarasa (EC 2.4.1.10). Un analisis de la
secuencia de dos levansacarasas (Zymomonas mobilis y B. subtilis), arrojé que en al
menos 107 géneros de bacterias cuyo genoma se ha secuenciado, se han encontrado
levansacarasas putativas, o que nos sugiere su enorme distribucion en la naturaleza
(Gonzélez-Garcinufio et al. 2018). Hasta la fecha se ha reportado la estructura
cristalografica de cinco levansacarasas, incluida la de B. subtilis. En el grupo de
Biocatalisis del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de
México, se ha trabajado con diversas enzimas provenientes de bacterias lacticas, pero
con mayor profundidad con Bs-SacB, debido a que se trata de una enzima robusta que
se puede producir de manera muy eficiente expresando el gen en E. coli. Bs-SacB tiene
ademas la caracteristica de producir levana con una distribucion bimodal de pesos
moleculares (un polimero de 8.3 KDa y otro de 2,200 KDa). En efecto, diversos trabajos
previos, ademas de los realizados en el grupo, han permitido definir condiciones de
reaccion que dan lugar a la distribucién bimodal de pesos moleculares del producto
(levana de bajo y alto peso molecular), asi como condiciones de reaccion en las que la
enzima sintetiza de manera casi exclusiva cada una de las dos distribuciones. Dentro de
los factores mas estudiados destacan: la temperatura, la concentracion de sustrato, la
presencia de solventes organicos, la fuerza ionica, el estado de la enzima (libre o

inmovilizada) y la concentracion de enzima, como ha sido recientemente revisado por
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Ortiz-Soto et al. (2019). Asi mismo, se han descrito vias alternas de sintesis de series

tales como las oligofructanas, neofructanas y blastdsidos, ademas de las fructanas.

En nuestro grupo de investigacion se ha estudiado desde hace varios afios a Bs-SacB
para tratar de describir su especificidad y su muy particular mecanismo de reaccion,
quedando aun muchas incognitas por resolver, particularmente las relativas al
mecanismo de elongacion de las cadenas y su alcance. Por ejemplo, se ha constatado
que la levana de bajo peso molecular se sintetiza en Bs-SacB mediante un mecanismo
no procesivo, pero se desconoce porqué la sintesis se detiene cuando el polimero
alcanza en promedio un peso molecular en particular (8.3 kDa), y porqué en determinadas
circunstancias, la sintesis continua hasta alcanzar muy altos pesos moleculares (>2,200
kDa) (Raga-Carbajal et al. 2016), habiendo condiciones en las que prevalecen ambos.
La respuesta a estos cuestionamientos pudiera encontrarse no solo en el mecanismo de
elongacion de la enzima, sino en las caracteristicas fisicoquimicas del producto, la
levana. Dado que existe interés tanto desde un punto de vista de investigacion basica
como aplicada de controlar la sintesis de FOS, asi como de las levanas de diversos pesos
moleculares, nos interesa explorar la hipétesis de un control de la sintesis de levana que
involucre tanto los factores moleculares relativos a la enzima y su mecanismo de accion,
como aquellos hasta ahora no considerados como son los relacionados con las
propiedades fisicoquimicas de las levanas en solucién acuosa. En efecto, se sabe que
las levanas tienen la particularidad de formar agregados en forma esférica de un tamafio
de al menos 100 nm. Este comportamiento ha sido descrito para levanas de alto peso
molecular, pero se desconoce hasta el momento si levanas de bajo peso molecular son
capaces de formar estas “nanoparticulas”. Esta estructura particular de la levana llama la
atencion ya que pudiera ser un factor mas que contribuya a definir el peso molecular que
alcanza la levana durante la sintesis. Nuestro interés en este proyecto es analizar la
evolucién de las nanoestructuras de levana durante la sintesis, con el fin de que, en
combinacion con los factores estructurales que hemos sefalado -incluida la estructura

misma de la enzima- sea posible describir en detalle la sintesis y elongacion de la levana.
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En nuestro grupo de investigacién contamos con mutantes de Bs-SacB, que se reporta,
alteran el mecanismo de elongacion, las cuales nos ayudarian a complementar el analisis
del mecanismo de elongacion y de comportamiento de las levanas en solucion. Tal es el
caso de mutantes tales como S164A que produce en mayor proporcion levana de bajo
peso molecular, o la mutante H243L que solo produce levana de alto peso molecular,

ambas obtenidas por Ortiz-Soto et al. (2008).

17



3 GENERALIDADES

3.1 Estructura quimica de levana

La levana es un homopolisacarido no estructural de fructosa, producido por diversos
microorganismos Yy algunas especies de plantas, con enlaces B-2,6 y algunas
ramificaciones en 3-2,1 entre las fructosas que la componen (figura 1). Se ha reportado
que para la levana de bajo peso molecular de Bs-SacB, pueden ser hasta 22 unidades
fructosilo por ramificacion (2 ramificaciones), en cambio para la levana de alto peso
molecular podrian ser 11 unidades fructosilo por ramificacion, teniendo hasta 1,120
ramificaciones (Tanaka et al. 1980). Junto con la inulina, la levana forma parte de las
fructanas mas comunes, la primera conformada por residuos de fructosa con enlaces -
2,1. Las fructanas forman parte de la reserva energética de cerca del 12 % de plantas
superiores (Olvera et al. 2008). En el caso de la inulina es mas comun encontrarla en
plantas, entre las que se encuentran la cebolla, el platano y la chicoria, siendo esta ultima
la principal fuente de obtenciéon (Wichienchot et al. 2011). Por otro lado, la levana es

encontrada principalmente en microorganismos, mas precisamente en bacterias.

El interés en la levana parte de su diversidad estructural, sus caracteristicas
fisicoquimicas y su variada gama de potenciales aplicaciones, entre las que destacan su
uso como nanoportadores para el suministro de farmacos de diverso origen, péptidos y
proteinas, como es el caso de la vancomicina (Sezer et al. 2011; Sezer et al. 2017). Asi
mismo, se ha reportado una variedad de propiedades nutracéuticas como su actividad
antiviral, antitumoral, antioxidante, antiirritante, antiinflamatoria; también se ha descrito
su funcidn como prebidtico o como sustituto de grasa (Oner et al. 2016). Cabe mencionar
que la mayoria de estas potenciales aplicaciones estan relacionadas con el peso

molecular de la levana.
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Figura 1. Estructura de la levana. Se muestra la unién de los residuos fructosilos por enlaces -2,6
y las ramificaciones por enlaces -2,1.

Dentro de las caracteristicas fisicas que hacen interesante a la levana, destacan su baja
viscosidad intrinseca (Ehrlich et al. 1974), su alta solubilidad en agua (Arvidson et al.
2006) y su baja o nula solubilidad en muchos solventes organicos (Ullrich, 2009). Se ha
reportado que en solucién, la levana forma nanoparticulas esféricas de al menos 100 nm,

de donde se sugiere que provienen algunas de sus propiedades (Newbrun et al. 1971).

3.2Sintesis de levana

La levana sintetizada por plantas requiere de la intervencion de diversas enzimas, en un
primer paso la enzima sacarosa:sacarosa 1-fructosiltransferasa (1-SST) sintetiza 1-
kestosa como intermediario a partir de dos moléculas de sacarosa y dependiendo de la
planta, la levana puede ser sintetizada por una o la accion de varias enzimas, entre ellas,
la sacarosa:fructana 6-fructosiltransferasa (6-SFT) o glucosa-fructana-fructana 6-
fructosiltransferasa (6G-FFT) que generan enlaces B-2,6, esta ultima también puede
generar enlaces (3-2,1 (Ritsema & Smeekens, 2003). La levana sintetizada por estas

enzimas alcanza un peso molecular relativamente pequefio (2-33 kDa) (Rhee et al. 2005),
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comparada con el alto peso molecular de la levana sintetizada por bacterias. En el caso
de la sintesis bacteriana, cabe destacar primeramente que la levana es sintetizada por
una sola enzima, la levansacarasa (EC 2.4.1.10), enzima perteneciente a la familia GH68
de las glicosiltransferasas. La levansacarasa tiene actividad de transferasa, que cataliza
la transferencia de un residuo fructosilo de la sacarosa a una variedad de aceptores; y de
hidrdlisis, cuando una molécula de agua es el aceptor. Ambas actividades tienen un
comportamiento cinético del tipo Michaelis-Menten (Chambert et al. 1974), y pueden ser
moduladas por diferentes factores como la concentracion de sacarosa, la presencia de
solventes organicos, temperatura, fuerza idnica y la concentracién de enzima (Tanaka et

al. 1980; Porras Dominguez et al. 2015).

La reaccion se inicia cuando una molécula de sacarosa actua como donador de un grupo
fructosilo (Chambert et al. 1974). La sacarosa es también el principal aceptor del residuo
fructosilo: cuando es unido al carbono 1 de la fructosa en la molécula de sacarosa, se
forma el compuesto 1-kestosa, mientras que cuando es unido al carbono 6 de la fructosa
se genera 6-kestosa; cuando la transferencia es a la glucosa de la sacarosa en el carbono
6 entonces se sintetiza neokestosa. Al menos en Bs-SacB, estas moléculas son
conocidas como intermediarios primarios en la sintesis de levana de bajo peso molecular,
debido a su temprana aparicién en la reaccion (hasta el 20% de conversién), y como

puede comprobarse, resulta de una relajada especificidad inicial de la enzima.

La transferencia del residuo fructosilo se puede dar también a la glucosa libre en solucion,
lo que resulta en la sintesis nuevamente de sacarosa cuando se une al carbono 1, en
blastosa cuando se transfiere al carbono 6 o en ercosa cuando es unido al cabono 2. De
igual manera, la molécula de fructosa puede también actuar como aceptor generando
levanobiosa cuando el fructosilo es unido al carbono 6 o inulobiosa cuando es unido al
carbono 1. En el proceso de sintesis con Bs-SacB, estas moléculas son conocidas como
aceptores secundarios, ya que son observados después de un cierto avance de la
reaccion, es decir, después de que se alcanza el 20% de conversion de la sacarosa.
Todas estas series de fructooligosacaridos pueden ser aceptores subsecuentes del
residuo fructosilo, dando lugar a los intermediarios de la sintesis de levana de bajo peso
molecular o, si son elongados lo suficiente, formando parte de la levana de alto peso

molecular (figura 2) (Santos-Moriano et al. 2015; Raga-Carbajal et al. 2018).
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Figura 2. Diagrama de los intermediarios y productos de las reacciones de transfructosilacion y de
hidrolisis de la levansacarasa de B. subtilis en la sintesis de levana de bajo peso molecular,
modificada de Raga-Carbajal et al. (2018).

— —— —

En este sentido, se han descrito dos posibles mecanismos de elongacion de levana: el
procesivo y el no procesivo. En el caso del mecanismo procesivo, los residuos de fructosa
se incorporan sucesivamente a la cadena hasta finalizar el proceso de elongacion, lo que
requiere que la cadena de levana esté disponible para alargarla, asociada de alguna
manera a la enzima. Por otro lado, en el mecanismo no procesivo, el producto recién
fructosilado se libera de la enzima — como sucede en el mecanismo de reaccion tipo “ping
pong”- hasta que una vez mas, vuelve a ser incorporado como sustrato para reaccionar
con la enzima, para ser elongado nuevamente, este proceso se repite hasta obtener un

producto de mayor peso molecular (Ozimek, et al., 2006).
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Lo anterior sugiere que se realizan unas 50 adiciones en el caso de la levana de bajo
peso molecular, o mas de 50,000 en el caso de la levana de alto peso molecular. La
diferencia entre estos dos mecanismos es sorprendente y hasta la fecha no ha sido

descrita a profundidad por los grupos de investigacién que trabajan con levanas.

Se ha sugerido que el mecanismo no procesivo da lugar a la levana de bajo peso
molecular, mientras que la levana de alto peso molecular resulta de un mecanismo
procesivo (Ozimek et al. 2006). Para el caso de la levansacarasa de B. subtilis se ha
propuesto que durante la sintesis participan simultaneamente los dos mecanismos de
elongacion debido a que bajo ciertas condiciones de reaccidn se sintetiza tanto levana

de alto como de bajo peso molecular (Raga-Carbajal et al. 2016).

Existen desde luego factores fisicoquimicos que afectan la sintesis de levana como la
temperatura, presencia de solventes organicos como etanol o polietilenglicol o la fuerza
ionica (Tanaka et al. 1980). Sin embargo, otro factor que afecta la sintesis de levana y
mayormente su peso molecular, es la fuente (estructura) de la enzima. En general, se ha
descrito que enzimas provenientes de bacterias Gram-positivas sintetizan levana, ya sea
de alto o bajo peso molecular. En cambio, las bacterias Gram-negativas en su gran
mayoria solo son capaces de sintetizar fructooligosacaridos (Hill et al. 2019). Dentro de
las primeras, se ha reportado bacterias como Brenneria goodwinii (Liua et al. 2017), que
destacan por sintetizar levana de alto peso molecular, a diferencia de otras bacterias que
sintetizan levana de bajo peso molecular como B. megaterium (Homann et al. 2007), en
cambio existen levansacarasas tales como la de B. subtilis (Tanaka et al. 1980) y B.
licheniformis (Nakapong et al. 2013) que, como hemos descrito ya, bajo ciertas
condiciones de reaccion dan lugar también a levana con una distribucion bimodal de
pesos moleculares. En este aspecto cabe mencionar la variabilidad de levana en cuanto
a las ramificaciones presentes en su estructura. Por ejemplo, se ha reportado que la
levana de Halomonas sp. AADG6 y de Brenneria sp. EniD312 no contienen ramificaciones
(Xu et al. 2018). En cambio, las levanas sintetizadas por las enzimas de B. subtilis, Z.
mobilis y Erwinia herbicola, contienen un 10.5% 11.0% y 10.2 % de ramificaciones
respectivamente (Benigar et al. 2014). Algo interesante es el peso molecular de Brenneria
sp. EniD312, ya que es la levana mas grande reportada hasta el momento con un peso
molecular de 141,000 kDa (Xu et al. 2018).
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3.3Bs-SacB

3.3.1 El cristal de Bs-SacB y lareaccion

Meng & Futterer (2003) determinaron la estructura cristalografica de Bs-SacB, con una
resolucion a 1.5 A. Esta enzima tiene un peso molecular de 52 kDa y presenta un
plegamiento tipo B-propela de 5 hojas formadas a su vez por 4 hebras B antiparalelas

como se muestra en la figura 3.

Figura 3. Estructura de la levansacarasa de Bs-SacB.

Gracias a la determinacion de la estructura de Bs-SacB, se han podido identificar los
aminodcidos involucrados en la reaccién de transferencia. La triada catalitica identificada,
consta de los residuos D86, E342 y D247, el primero actua como nucledfilo mientras que
el segundo actua como un catalizador acido base, el residuo D247 actua como
estabilizador formando puentes de hidrégeno con los grupos hidroxilo en las posiciones
3 y 4 del residuo fructosilo (Meng & Futterer, 2003). De igual forma se han identificado
otros aminoacidos participantes en la reaccién ubicados dentro de subsitios, que, si bien
son clave en la reaccién y en la definicién de la especificidad de la enzima, no interactuan
directamente con el sustrato. Dentro de estos destacan los que interactian con la fructosa
en el denominado subsitio -1, compuesto de W85, R246, D247 y W163, mientras que el
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subsitio +1 que interactua con la glucosa, esta compuesto de R360, E340, E342 y R246
(Davies et al. 1997). Mas recientemente se identificé el subsitio +2 compuesto de N242 y
Y237, que se sugiere esta relacionado con la union al aceptor del resido fructosilo (Meng
& Futterer, 2008).

El mecanismo de reaccion “Ping-Pong” ha sido propuesto para Bs-SacB, via la formacion
de un intermediario fructosilo-enzima. Este residuo fructosilo se forma por el ataque
nucleofilico del residuo D86 al carbono 2 de la fructosa, en una molécula de sacarosa.
Posteriormente, un proton del E342 es transferido al grupo saliente, la glucosa (figura
4a), seguido de lo cual el grupo del acido desprotonado remueve un protén de la molécula
aceptora generando un anién altamente reactivo que realiza un ataque nucleofilico sobre
el enlace éster del complejo enzima-fructosa (figura 4c), para asi llevar a cabo la
transferencia (figura 4d) (Seibel et al. 2006).
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Figura 4. Mecanismo de reaccion de la levansacarasa de Bs-SacB.
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3.3.2 Factores que afectan el peso molecular de la levana sintetizada por Bs-
SacB

El estudio de diversos factores que afectan la sintesis de levana en la levansacarasa de
B. subtilis, en especial el peso molecular que alcanza durante la reaccién se inicio en la
segunda mitad del siglo pasado (Tanaka et al. 1980). Sin embargo, no dejan de reportarse
avances en la descripcidén de dicho proceso. Recientemente se describio el efecto de la
concentracion de enzima en el peso molecular del producto sintetizado. Este fenémeno,
inicialmente descrito por Porras-Dominguez et al. (2015) y analizado a mayor profundidad
por Raga-Carbajal et al. (2016), plantea una hipdtesis que actualmente es analizada
desde diversos angulos por el grupo de Biocatalisis del Instituto de Biotecnologia. En
efecto, como se puede observar en los cromatogramas de la figura 5, estos autores
describieron que a 1 U/mL (equivalentes a una concentracion de enzima de 5.5 pg/mL),
el peso molecular de la levana sintetizada presenta un comportamiento bimodal (alto y
bajo peso molecular). En cambio, cuando la reaccion se lleva a cabo a bajas
concentraciones de enzima, como puede ser 0.1 U/mL (equivalentes a 0.55 ug/mL) el
peso molecular de la levana sintetizada es casi exclusivamente de alto peso molecular.
Asi mismo, cuando la reaccion se realiza con un exceso de enzima como puede ser 10
U/mL (equivalente a 55 ug/mL) la reaccion se dirige casi exclusivamente hacia la sintesis
de levana de bajo peso molecular. Ademas de estos analisis, en el mismo estudio se
corroboré que este fendmeno no esta controlado por la cinética de la reaccion, es decir,
que mientras mas rapida se haga la sintesis, mas pequefo resulte el polimero. Expresado
de otra forma, se demostré que el efecto realmente es ocasionado por la concentracion
de enzima. Para demostrar lo anterior, Raga-Carbajal et al. (2016) realizaron reacciones
a baja concentracion de enzima (0.55 ug/mL) de Bs-SacB, en la cual se espera la sintesis
de levana de alto peso molecular; sin embargo, al adicionar en la reaccion enzima sin
actividad (una variante con dos mutaciones en el sitio catalitico, E342A/D86A) hasta
alcanzar una concentracion de 55 ug/mL, se observé que la distribucion del peso
molecular del polimero alcanzada al final de la reaccion resultaba ser de bajo peso
molecular, equivalente al obtenido a esa concentracién total de enzima, pero activa. La
enzima inactiva tiene dos mutaciones en el sitio catalitico que no afectan su plegamiento,

pero la inactivan totalmente.
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La hipdtesis que surge a partir de este trabajo con el fin de explicar este fenbmeno es la
posible interaccion enzima-enzima o enzima-levana-enzima como requisito para la
sintesis de levana de bajo peso molecular. Complementario a estos experimentos y con
el fin de explorar la agregacion o formacion de multimeros, se describié que altas
concentraciones de enzima no provocan su oligomerizacion, esto anterior analizado por
dispersion dinamica de la luz (DLS por sus siglas en inglés) y calorimetria de titulacién

isotérmica (ITC por sus siglas en inglés) (Raga-Carbajal et al. 2016).

Asi, se plantea que, al tener una alta concentracion de enzima (55 pg/mL), la levana que
esta siendo elongada y que de alguna manera podria estar asociada a la superficie de la
enzima, podria ser desplazada por la interaccién con la superficie de otra molécula de
enzima, deteniendo el proceso de elongacién, y dando lugar a la levana de bajo peso
molecular. Por el contrario, cuando se tiene una concentracion baja de enzima (0.55
Mg/mL) disminuye en varios o6rdenes de magnitud las interacciones enzima-levana-
enzima, permitiendo que la levana siga siendo elongada hasta alcanzar un peso

molecular considerablemente mas alto.

Este fendbmeno no se ha reportado para otras levansacarasas y concretamente, se ha
demostrado que en la levansacarasa de B. megaterium esto no ocurre, sugiriendo que

este efecto es caracteristico de Bs-SacB (Ortiz-Soto et al. 2018).
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Figura 5.Efecto de laconcentracién de enzima en el mecanismo de elongacion de levana sintetizada
por Bs-SacB. A, By C son cromatogramas obtenidos con HPSEC; A", B" y C" son cromatogramas
obtenidos con HPAEC-PAD. A y A" reacciones a 0.55 pg/mL de Bs-SacB; B y B” reacciones a 5.5
pg/mL de Bs-SacB; Cy C’ reacciones a 55 pg/mL de Bs-SacB. Todas las reacciones se realizaron a
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37°Cy 100 g/L de sacarosa. Imagen tomada de Raga-Carbajal et al. (2016).
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3.4 Relacioén estructura/funcion de Bs-SacB

Ortiz-Soto et al. (2019) analizaron las estructuras cristalograficas que hasta ese momento
se encontraban disponibles: Bs-SacB, (1oyg y 1pt2), la levansacarasa de B. subtilis; Bm-
LS (PDB 3om2), la levansacarasa de B. megaterium; Ea-LS (PDB 4d47), la
levansacarasa de E. amylovora; y Gd-LS (PDB 1w18), la levansacarasa de
Gluconacetobacter diazotrophicus, con el fin de definir una posible relaciéon entre la
estructura de estas enzimas y el peso molecular de los productos que sintetizan. Las
estructuras antes mencionadas presentan un tipo de plegamiento similar, una 3-propela,
y el sitio de union a sacarosa se encuentra conservado, con algunas diferencias en los
lazos que lo rodean. Por otro lado, Bs-SacB y Bm-LS tienen una topologia similar en
cuanto al sitio activo (su area y su volumen). Sin embargo, Bs-SacB es capaz de sintetizar
levana de alto peso molecular (>>2,200 kDa), mientas que Bm-SacB sintetiza
principalmente fructooligosacaridos. De este analisis de los sitios de union de las 4
levansacarasas cristalizadas, se concluyo que no existe relacion entre su estructura y el
volumen del sitio catalitico con el peso molecular de la levana que estas enzimas

sintetizan.

Asi mismo se ha estudiado la especificidad hacia el tamafo de la levana a partir de
estudios de relacion estructura/funcion de las levansacarasas realizando mutagénesis
dirigida y analizando las consecuencias en la especificidad del producto, concretamente
su peso molecular. En el caso de Bs-SacB, las mutaciones se han realizado en ciertos
aminoacidos cercanos al sitio catalitico o en los subsitios de unién, obteniéndose
modificaciones en la actividad transferasa de la enzima para el caso de la mutacién
R360H (Chambert & Petit-Glatron, 1991) o en la distribucion de pesos moleculares, para
las mutantes S164A y H243L (Ortiz-Soto et al. 2008). En algunos casos, las mutaciones
han llevado a la perdida de la capacidad de sintetizar polimero, sintetizandose
unicamente FOS (mutaciones en R360S, R433A, Y429N y N242H) (Ortiz-Soto et al.
2008; Beine et al. 2008). En la figura 6 se muestran la posicion de las mutantes antes

mencionadas con respecto a la triada catalitica.
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Figura 6. Posicién de algunas mutantes de Bs-SacB. En color naranja se muestra la triada catalitica
y en azul la molécula de sacarosa.

Algunas de las mutantes antes mencionadas se construyeron en el laboratorio de
Biocatalisis del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, en un trabajo en el que se
modificaron de manera independiente 10 aminoacidos, todos ellos cercanos a la triada
catalitica y ubicados dentro de los subsitios de union a los aceptores. Destacan de este
trabajo 5 mutantes por los cambios observados en el peso molecular de la levana
sintetizada: H243L, que sintetiza preferentemente levana de alto peso molecular; S164A:
que sintetiza preferentemente levana de bajo peso molecular, y R360S, Y429N y R433A,
que sintetizan fundamentalmente FOS (Ortiz-Soto et al. 2008). En la tabla 1 se muestran

los datos cinéticos de cada mutante, asi como su pH 6ptimo y su estabilidad térmica.
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Tabla 1. Parametros cinéticos, estabilidad térmica a 40 °C (1) pH 6ptimo de Bs-SacB y algunas de
sus mutantes

Levansacarasa Km Kcat (s') Kcat/Km tv (min) pH optimo
(mM sacarosa) (s mM-)

Bs-SacB 8 164.6 20.3 52 6
S164A 25 6.4 2.6 628 6
H243L 10.5 141.5 13.5 7.9 6
1341L 7.4 166.3 22.6 31.4 6
R360K 30 170.2 5.6 42.11 6
R360S 154 13.5 0.09 17.21 6
G361F 297.3 57.4 0.19 <1 6
Y429N 3194 6.3 0.02 47.04 5-6
R433A 29.3 87.5 2.98 16 6-7

En este sentido, la mutante H243L podria servir como objeto de estudio comparativo ya
que sus caracteristicas cinéticas son similares a las de Bs-SacB, no asi su
comportamiento en relacién con la sintesis de levana, debido a que esta mutante es
capaz de sintetizar levana con una distribucion monomodal (alto peso molecular). Esta
mutacion afecta su estabilidad térmica, muy probablemente por los contactos polares que
mantiene con los aminoacidos K189, D219, Q226 y V228 a través de dos moléculas de
agua (figura 7). También se sabe que esta mutante es mas hidrolitica que Bs-SacB,
posiblemente por disminuir la afinidad a la molécula aceptora (sacarosa o levana) debido
a que N242 se encuentra en el subsitio +2.
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Figura 7. Distancias atomicas entre el aminoacido H243, residuos criticos en Bs-SacB y moléculas
de agua (amarillo). Distancias mostradas en A.

En resumen, estos antecedentes muestran que la sintesis de levana y muy
particularmente, el peso molecular que alcanza la levana sintetizada por Bs-SacB, puede
ser modulada por diferentes condiciones de reaccién o condiciones estructurales. Sin
embargo, aun con toda la informacién reportada hasta el momento, no se ha podido
definir un factor determinante que pueda explicar claramente la capacidad de Bs-SacB
de sintetizar levana con distribuciéon bimodal con una amplia diferencia entre el peso
molecular de ambas levanas. Tampoco se ha considerado si la estructura que adopta la
levana conforme se sintetiza y entra al medio de reaccion podria igualmente definir las

posibilidades de ser elongada.

3.5 Nanoparticulas de levana

Una de las caracteristicas mas destacadas de la levana, es su capacidad de agregarse
hasta formar nanoparticulas (Newbrun et al. 1971). Esta capacidad puede deberse a la
estructura de la levana, es decir, a la naturaleza anfifilica de la molécula y su capacidad
para dar lugar a interacciones intermoleculares tales como puentes de hidrégeno o del
tipo Van der Waals (Gonzales-Garcinufio, 2019). Existen diversos reportes en los que se

analiza el tamafo de particula de levanas producidas por enzimas provenientes de
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diversos microorganismos. Por ejemplo, la levana producida por las enzimas de B.
subtilis, Z. mobilis, E. herbicola y Brenneria sp. EniD312 tienen diametro de particula
promedio de 480 nm, 500 nm, 340 nm y 176 nm respectivamente; el peso molecular de
estas levanas supera los 31,000 kDa. Cabe mencionar que al menos para el caso de las
3 primeras levanas, este tamano de particula se utilizé para calcular su peso molecular,
siendo logico que, a mayor tamafo de particula, mayor peso molecular. Sin embargo,
destaca el caso de la levana de Brenneria sp. EniD312, que teniendo un peso molecular
mayor que la levada de B. subtilis, tiene un menor tamano de particula. Si bien, los
meétodos utilizados para analizar el tamafio de particula no fueron los mismos (DLS y
SLS), lo mismo para calcular su peso molecular, pareciera que no hay una relacion directa

entre el peso molecular y el tamano de particula. (Benigar et al. 2014; Xu et al. 2018).

La levana de Bs-SacB no ha sido analizada con profundidad, y se desconoce si la levana
de bajo peso molecular también es capaz de agregarse en nanoparticulas. Se desconoce
también, si el hecho de que la levana se integre en nanoparticulas o agregados, podria
definir el que se encuentre disponible para que la enzima pueda utilizarla como aceptor
manteniendo el proceso de elongacion. Nuestra hipdtesis establece que esta
caracteristica particular de la levana, la de agregarse en nanoparticulas, puede ser un

factor determinante para la elongacion.

Tanakay et al. (1980) analizaron la capacidad de la levana de bajo peso molecular como
posible aceptor en la reaccion, de igual manera este experimento fue llevado a cabo en
nuestro laboratorio. Se encontré en ambos casos que Bs-SacB no puede elongar esta
levana. Por ello, proponemos que posiblemente la enzima no puede reconocer a la levana
para su elongacion debido a que se encuentra embebida en los agregados. Por otra parte,
levanas mas pequefias y FOS, los cuales posiblemente no forman agregados, si pueden

ser reconocidos por la enzima como aceptores y ser elongados.

Estos factores nos llevan a pensar que el comportamiento de la levana en solucién es un
factor que influye de una manera importante para definir el peso molecular que alcanza
la levana durante su sintesis y quizas la respuesta a las interrogantes referentes a la
elongacion de levana, pudieran ser contestadas analizando a mayor profundidad este

fenémeno.
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3.6Peso molecular de la levana

Otra de las caracteristicas de la levana es su baja viscosidad intrinseca, comparada con
la de otros polisacaridos como la celulosa o la goma xantana para la que se reportan
viscosidades intrinsecas de hasta 50 dL/g (Carriere et al. 1993; Jumel et al. 1996). Por el
contrario, para la levana se reportan viscosidades intrinsecas muy bajas, de entre 0.07 a
0.18 dL/g, para levanas de 16,000 a 24,000 KDa (Ehrlich et al. 1974). Estos datos de
viscosidad intrinseca son parecidos a los que presentan los poliestirenos altamente
ramificados (0.05 — 0.1 dL/g) con un peso molecular de 53 kDa a 22,300 KDa (Striolo et
al. 2001). Una baja viscosidad intrinseca y alto peso molecular indican una forma esférica

y muy compacta de las moléculas (Arvidson et al. 2006).

Considerando que la cromatografia de excusion por tamano (SEC) separa a las
moléculas con base a su volumen hidrodinamico y la informacién de su peso molecular
puede ser obtenida a partir de un método absoluto (SEC-MALS) o a partir de la
correlacion del tiempo de elusién y su masa molecular obtenido a partir de una calibracion
(SEC-RI). En este ultimo método, se debe asumir el error considerable que se puede
introducir al definir el peso molecular, ya que se requiere usar estandares que no
necesariamente se comportan como la molécula a analizar (Held & Kilz, 2014). Por
ejemplo, la viscosidad intrinseca de dextranas, que se usan como estandares para
obtener el peso molecular de diversos polimeros, van de 0.03 a 0.6 dL/g, pero con peso
molecular de 1 a 658 KDa, muy por debajo de los pesos moleculares reportados para
levanas de alto peso molecular. Es decir, posiblemente el comportamiento de estos
estandares comparado al comportamiento de las levanas genera un error al obtener

informacion sobre el peso molecular.

Por el contrario, los métodos absolutos de medicion del peso molecular, tales como la
dispersion de luz de multiangulos (MALS, por sus siglas en inglés), no necesitan
estandares para obtener informacion sobre el peso molecular, ya que utilizan la
extrapolacion de todos los angulos de dispersion de la molécula a analizar a 0 ° para

medir la masa molar precisa y el radio de giro (Held & Kilz, 2014).
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En la literatura existen diversos reportes sobre la produccion de levana por diversas
enzimas, la variabilidad en cuanto el peso molecular podria ser explicado por la fuente
de la enzima (microorganismo). Sin embargo, estos reportes no han considerado el
posible error al utilizar un método que utiliza otros polisacaridos para su calibracion. Por
ejemplo, la levana sintetizada por la enzima de B. licheniformis RN-01 tiene un peso
molecular de hasta 612 kDa, reportada por SEC-RI, en cambio la levana sintetizada por
la enzima de B. licheniformis 8-37-0-1 tiene un peso molecular de 9,600 kDa, en este
caso reportado por SEC-MALS. En la tabla 2, se presenta una revisién sobre el peso
molecular reportado en la literatura para levana sintetizada por enzimas provenientes de

diferentes microorganismos y el método por el cual fue analizado.

Tabla 2 Peso molecular de levana sintetizada por enzimas provenientes de diferentes
microorganismos y el método por el cual fue analizado su peso molecular.

Microorganismo Método para Peso Referencia
determinar el peso molecular
molecular (KDa)
B. licheniformis RN- SEC-RI 612y 66 (Nakapong et al. 2013)
01
Pseudomonas SEC-RI 700 (Jang et al. 2006)
aurantiaca s-4380
Brenneria sp. SEC-MALS 141,000 (Xu et al. 2018)
Enid312
B. goodwinii SEC-MALS 140,000 (Liua et al. 2017)
B. licheniformis 8-37- SEC-MALS 9600 (Lu et al. 2014)
0-1
B. subtilis Natto SEC-MALS 72y 4146 (Bazani Cabral de Melo
et al. 2015)
B. subtilis NRC 33A VISCOSIDAD 50-60 (Abdel-Fattah et al.
INTRINSECA 2015)

Hasta el momento no existe un trabajo en el que se compare directamente el peso
molecular de levanas obtenido empleando los diversos métodos disponibles. Esto resulta
de gran importancia cuando se pretende analizar informacion relativa a la influencia de

diversos factores sobre el mecanismo de sintesis y el peso molecular alcanzado.
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4 HIPOTESIS

El peso molecular que alcanza la levana durante la sintesis por la levansacarasa de B.
subtilis (Bs-SacB) depende de la estructura de la enzima, del comportamiento cinético y
de la interaccion levana/enzima, pero esta ademas relacionado con la estructura que

adopta la levana en solucién.

5 OBJETIVO GENERAL

Estudiar las propiedades estructurales de la levana de alto y bajo peso molecular en
solucion, asi como la relacién estructura funcién de la enzima Bs-SacB con el fin de
analizar la influencia de ambos en la elongacion de las cadenas de levana durante la

sintesis.

6 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar el mecanismo de sintesis de levana de la mutante H243L y de la
mutante S164A, comparativamente con la enzima silvestre Bs-SacB, con énfasis
en el peso molecular de la levana.

e Estudiar las propiedades fisicoquimicas y estructurales de las levanas de alto y
bajo peso molecular en solucion, sintetizadas por la enzima silvestre Bs-SacB y la
mutante H243L.

¢ Analizar la relacion entre el tamafio de particula de la levana sintetizada y su peso
molecular durante la reaccion de elongacion con la enzima silvestre y sus

mutantes.
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7 METODOLOGIA Y MATERIALES

7.1 Produccion y purificacion de Bs-SacB y las mutantes (H243L y S164A)

La produccion de Bs-SacB y de las dos mutantes (H243L y S164A), se llevo a cabo a
partir de la cepa de E. coli BL21/pET-22b-SacB, BL21/pET-22b-H243L y BL21/pET-22b-
S164A, respectivamente. El vector pET-22b contiene un sistema de expresion de un
promotor inducido por isopropil B-D-1 tiogalactopiranosido (IPTG). La produccién de Bs-
SacB y de las mutantes, inicié inoculando 50 mL de medio LB-ampicilina (200 ug/mL) con
colonias transformadas con el vector correspondiente y se incubaron por 18 horas a 200
rom a 37°C. De este cultivo, 15 mL se utilizaron como inéculo en 1 litro de medio LB con
ampicilina (200 yg/mL), incubado a 37°C y 200 rpm hasta llegar a una densidad 6ptica
de 0.5-0.6 medida a 600nm. Al alcanzar esta densidad 6ptica se adicion6 isopropil -D-1
tiogalactopiranosido (IPTG) a una concentracion final de 0.2 mM e incubandose el cultivo
por 8 horas adicionales a 18°C, 120 rpm. Finalmente se cosecharon las células por
centrifugacion a 4500 rpm durante 20 minutos y se lavaron 2 veces con amortiguador
fosfatos 100 mM, pH 6. La pastilla de células se resuspendié en 5 mL del mismo
amortiguador, anadiéndose posteriormente lisozima a una concentracion de 1 mg/mL. En
seguida se realizaron 3 ciclos de congelacion-descongelacion empleando hielo seco,
después de los cuales se aplicaron 4 secuencias de sonicacion durante 40 segundos
totales por lapsos de 10 segundos de sonicacion y 30 segundos de descanso utilizando
un sonicador Branson Sonifler 250. Se recuper6 el sobrenadante por centrifugacion a
9500 rpm durante 40 minutos a 4°C. El sobrenadante se pasé por una columna CM
Sepharose®, previamente equilibrada con amortiguador de fosfatos 100 mM y pH 6, y
posteriormente se realiz6 un lavado de la columna con 5 volumenes del mismo
amortiguador. Finalmente, se eluy6 la enzima con un gradiente de amortiguador fosfatos
0.1 M pH 6.0 a amortiguador fosfatos 1M pH 6. Se colectaron las fracciones que contienen

la enzima y se concentraron por ultrafiltracion.
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7.2Concentracién de proteina

La concentracion de proteina fue cuantificada por el sistema Protein Assay (Bio-Rad)

basado en el método de Bradford, empleando seroalbumina bovina como estandar

7.3 Actividad enzimatica

La actividad fue determinada midiendo velocidades iniciales de liberacion de poder
reductor a partir de una reaccién a 100 g/L de sacarosa a 37°C, 300 rpm en amortiguador
de acetatos 50 mM mediante la técnica del acido 3,5-dinitro-salicilico (DNS). Una unidad
enzimatica se defini6 como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 ymol de
equivalentes de glucosa por minuto. La actividad corresponde a la actividad de la

levansacarasa global, que incluye su actividad transferasa y su actividad hidrolitica.

7.4Efecto de diversos parametros sobre la sintesis de levana

El analisis del efecto de reacciones a una temperatura de 45°C se llevé a cabo a 1 U/mL
a 100 g/L de sacarosa en reacciones de 600 uL, con agitacion de 300 rpm con tiempo de
reaccion de 24 h. El analisis del efecto de la concentracion de sacarosa a 45 °C se llevo
a cabo variando la concentracion de sacarosa (100, 300 y 600 g/L) en condiciones a 1
U/mL.

El analisis del efecto de la concentracion de enzima se llevo a cabo a 37°C, 100 g/L de
sacarosa, 300 rom en reacciones de 600 uL, con tiempo de reaccion de 2 h para el estudio
con 10 U/mL, 24 h para 1 U/mL y 144 h para el estudio a 0.1 U/mL, tanto para Bs-SacB
como para la mutante H243L. Para el caso de la mutante S164A las reacciones se
llevaron a cabo a 0.55 pg/mL, 5.5 ug/mL y 137.5 pg/mL (1 U/mL). Para este ultimo caso

los tiempos de reacciones fueron 21 dias, 14 dias y 24 horas respectivamente.
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7.5 Inmovilizacion de Bs-SacB

500 pL de esferas de agarosa (Ni-NTA Agarose, QIAGEN) fueron lavadas con buffer
fosfatos 50 mM, 300 mM de NaCl, pH 6, en un volumen de 1.5 mL. A las esferas lavadas
se agrego6 enzima en una concentraciéon de 5 mg de enzima/mL de esferas, dejandose
en agitacion una noche en un agitador rotatorio. Posteriormente se retir6 el sobrenadante
y se realizaron 6 lavados (buffer acetatos 50 mM, pH 6) para remover enzima no
inmovilizada. Con la enzima ya inmovilizada, se procedio a realizar las reacciones con
fuerte agitacion (1000 rpm) para impedir la sedimentacién de las esferas. Para el caso de
Bs-SacB, las reacciones fueron llevadas a cabo ajustando la cantidad de catalizador de
tal suerte que se tuviese el equivalente a 5.5 pug de proteina inmovilizada/mL de reaccién.
Se llevé a cabo también una reaccién en presencia de 1 mg/mL de la doble mutante
inactiva de Bs-SacB (E342A/D86A). Para el caso de la mutante S164A las reacciones
fueron llevadas a cabo a 1 U de enzima inmovilizada/mL de reaccion, y de igual forma,
otra reaccion se realizé complementando con 1 mg/mL de la doble mutante inactiva de
Bs-SacB (E342A/D86A). Todas las reacciones fueron llevadas a cabo por duplicado a
100 g/L de sacarosa, 37 °C, pH 6 en buffer de acetatos 50 mM, 1000 rpm.

7.6 Sintesis y purificaciéon de levana.

La sintesis de levana de alto peso molecular sintetizada por Bs-SacB (APM-SacB) se
llevé a cabo en reacciones de 1L con 1 U/mL de enzima, 100 g/L de sacarosa a 45°C en
tiempos de reaccion de 24 h. Para la levana de bajo peso molecular sintetizada por Bs-
SacB (BPM-SacB), la reaccion se llevd con 10 U/mL de enzima, 600 g/L a 37°C en
tiempos de reaccion de 4 h. La levana sintetizada por la mutante H243L (APM-H243L) se
llevé a cabo en reacciones de 1L con 1 U/mL de enzima, 600 g/L de sacarosa a 37°C en

tiempos de reacciéon de 24 h.

Las levanas se purificaron mediante precipitacion con etanol en una relacidon
etanol:solucion de levana 3:1, dejando precipitar toda la noche a 4°C. Los precipitados
se dializaron para eliminar etanol, glucosa, sacarosa y fructosa. Posteriormente se

liofilizaron y fueron almacenados para analisis.
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7.7 Andlisis del peso molecular de levana y cuantificacion de azlUcares por
cromatografia liquida.

Los analisis se llevaron a cabo en un equipo de cromatografia de liquidos de alta

resolucién UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific Inc). La concentracion de sacarosa,

glucosa y fructosa se determiné en una columna Luna-Omega (7.8 x 300 mm) acoplada

a un detector de indice de refaccion (Shodex), empleando como eluyente una mezcla de

acetonitrilo/agua 75:25 (V/V) a un flujo de 1 mL/min a una temperatura de 30°C,

El analisis de la distribucion de peso molecular de la levana fue llevado a cabo usando

dos sistemas de deteccion diferentes:

1)

Size Exclusion Chromatography - Refractive Index (SEC-RI). En este sistema
se utilizé la columna Ultrahydrogel Linear (7.8 x 300 mm) con un indice de
exclusion entre 0.50 y 10,000 kDa, empleando como eluyente nitrato de sodio
0.1 M a un flujo de 0.8 mL/min y a una temperatura de 35°C. La informacion
del peso molecular se obtuvo a partir de los tiempos de elusion definidos
mediante un detector de indice de refaccién (Shodex), y extrapolados en una
curva estandar construida con dextranas de 5.2, 11.6 23.8, 48.6 150, 270, 410
y 670 KDa (PSS-Polymer Standards Service - USA Inc)

Size Exclusion Chromatography - (Multi-angle Light Scattering — Refractive
Index (SEC-MALS-RI). Se empleé también un sistema de separacion
conteniendo una precolumna Ultrahydrogel (Waters, Milford, MA), y dos
columnas en serie: OHpak SB-807 HQ y OHpak SB-804 HQ (Shodex, Showa
Denko K.K., Tokyo, Japan), con agua desionizada degasificada y filtrada como
fase movil. Todas las separaciones se llevaron a cabo con un flujo de 0.5
mL/min a 30 °C. EIl detector MALS usado para la determinacion del peso
molecular de la levana fue un Wyatt DAWN® HELEOS Il equipado con un
detector de indice de refaccion, Optilab T-rEx (Wyatt Tehnology, Santa
Barbara, CA USA) para la determinacion de concentracion. Los datos fueron

procesados con el software ASTRA (v.5.3.1.5).
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7.8 Andlisis de productos de reacciéon por cromatografia de intercambio i6nico

El analisis de oligosacaridos y levana de bajo peso molecular se realiz6 mediante
HPAEC-PAD utilizando una columna Dionex Carbopack PA200 de 3 x 250 mm. Se aplico
un gradiente de acetato de sodio (5—100 mM en 20 min, 100—400 mM en 60 y 10 min
para el reequilibrio de las condiciones iniciales) con NaOH 150 mM a una velocidad de

flujo de 0.5 mL/min. La deteccidn se realiz6 utilizando el modulo Dionex EDSO0.

7.9Determinacion del tamafio de particula de levana

Se determiné el tamano de particula de las levanas sintetizadas y purificadas, preparadas
a una concentracion de 1%. Las mediciones se realizaron a 37°C en un analizador de
tamano de particula Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Worcestershire, UK). El
indice de refraccion de la levana utilizado fue 1.65, considerando al agua como
dispersante. Se colocé 1 ml de muestra en una celda para espectrofotometro de 1 cm y

se procedi6 a la medicion. Todas las mediciones de hicieron por triplicado.

Los analisis del tamano de particula durante la reaccion enzimatica fueron llevados a
cabo directamente del medio de reaccion. La colecta de la muestra se realizé a los

tiempos a analizar, desactivando la enzima sometiéndola a ebullicién por 10 minutos.

7.10 Andlisis de particulas en Microscopia Electronica de Transmision

Se realizd una reaccidon enzimatica con Bs-SacB (10 U/mL, 100 g/L de sacarosa, 37°C).
Después de 1 hora de reaccidon, se desactivd la enzima sometiendo la reaccion a
ebullicion por 10 minuto, concentrando posteriormente el medio por ultrafiltracion y
dializando la muestra con 5 volumenes de agua destilada para eliminar sales y
monosacaridos, empleando para ello concentradores Corning® Spin-X® con membranas
de 10,000 MWCQO. La levana purificada se cuantificé por medio de espectrofotometria
medida a 480 nm a partir de una curva estandar de levana de bajo peso molecular.

De la solucion anterior se tomaron 10 yl y se dejaron caer sobre una rejilla de carbono-
cobre y se secaron al aire durante 24 h. En seguida se retir6 el exceso de muestra con
un papel de filtro y se dejo6 flotar en una gota (5 pL) de acetato de uranilo al 2% durante

1 min. El exceso de uranilo también se elimina con la ayuda de un papel de filtro. Las
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rejillas con las muestras analizadas por el método de tincion negativa se observaron en
un microscopio electrénico de transmision marca ZEISS modelo Libra a un voltaje de

aceleracion de 120 Kv con camara digital Gatan.

7.11 Cuantificacion de nanoparticulas

El método de Analisis de Rastreo de Nanoparticulas (NTA, por sus siglas en inglés) fue
empleado para determinar la concentracion de nanoparticulas en un equipo NanoSight
NS300 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) equipado con un médulo de laser a
532nm. Se realizaron diluciones de la muestra a analizar hasta que se llegd a una

concentracion adecuada para que el equipo pudiera realizar un analisis confiable.

7.12 Precipitacion fraccionada de levana

La levana fue fraccionada por precipitacion con etanol. A la levana de APM-SacB recién
sintetizada (1 U/mL, 45 °C, 100 g/L de sacarosa), se le agregd por goteo etanol absoluto
hasta que la solucion se torné turbia. Esta solucion fue centrifugada a 10,000 rpm por 1
hora a 4°C. Con el sobrenadante resultante se repitié el proceso de precipitacion hasta
llegar a 5 fracciones. Las fracciones obtenidas fueron analizadas por cromatografia de

permeacion en gel con detector de indice de refaccion y MALS
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8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Anélisis de diversos pardmetros que afectan la sintesis de levana en
Bs-SacB y las mutantes H243L y S164A

Como mencionamos anteriormente, se ha descrito en la literatura que existen factores
que afectan la distribucion de peso molecular de la levana sintetizada por Bs-SacB,
quedando claro que, por lo general, la enzima opta por una distribuciéon bimodal con
levana de bajo o de alto peso molecular. Algunos de estos factores son la fuerza ionica,
la temperatura o presencia de solventes organicos, lo que hace pensar que se trata de
un efecto de los parametros en la estructura de la enzima. Otras condiciones tales como
la concentracién de sustrato, concentracion de enzima o de igual manera, la temperatura,
llevan a pensar en un efecto asociado con la velocidad de reaccion o con las interacciones
enzima-levana-enzima. Sin embargo, no se ha podido definir claramente un mecanismo
que explique esta caracteristica de Bs-SacB, sino solo una relacion causa/efecto. En este
trabajo, el énfasis se puso inicialmente en un analisis detallado del efecto que tiene
concentracion de enzimay la temperatura en las mutantes H243L y S164A, debido a que
se ha reportado que estas mutantes presentan un cambio en la distribucién de pesos
moleculares de la levana que sintetizan, con respecto al comportamiento observado para
Bs-SacB.

8.1.1 Analisis sobre la distribucion del peso molecular de la levana
sintetizada por Bs-SacB y la mutante H243L a 45°C

Se sabe que a bajas temperaturas (4°C) la actividad de transferencia se ve favorecida,
sobre la actividad hidrolitica de la enzima. Sin embargo, a temperaturas un poco mas
altas (>37°C), aunque disminuye la transferencia, la velocidad de reaccién aumenta. Por
ello, se evaluo el efecto de una alta temperatura (45°C) en el peso molecular de la levana
de Bs-SacB sintetizada. Se observo, que a 45°C (1 U/mL y 100 g/L de sacarosa) se
sintetiza preferentemente levana de alto peso molecular. Dado que la mutante H243L
sintetiza preferentemente levana de alto peso molecular, se decidid explorar el
comportamiento de la mutante a esta temperatura, con el fin de explorar el limite del peso
molecular de la levana que puede sintetizar esta enzima. Esperabamos encontrar un
efecto sinérgico de ambas condiciones, ya que ambas condiciones (reacciones a 45°C y

la mutacién H243L) favorecen la sintesis de levana de alto peso molecular.
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Se encontré que la mutante H243L mantuvo la misma especificidad a 45°C, con respecto
a la observada a 37°C, es decir, seguimos observando la presencia de levana de alto
peso molecular incluso a concentraciones de sacarosa mas altas (300 g/L), la figura 8
muestra las 2 mediciones, en las que podemos observar en todos los casos solo un pico
(8.5 minutos en el tiempo de retencion), el cual representa a la levana de alto peso
molecular. De alguna manera, una levana de aproximadamente 2,200 kDa representa el
limite superior de peso molecular que alcanza la levana sintetizada tanto por la mutante
H243L (mutacion que favorece la sintesis de levana de alto peso molecular) como por la

enzima silvestre Bs-SacB.

- —— H243L 100 g/L ---- H243L300 g/L
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Figura 8. Efecto de reacciones a 45°C sobre la levana sintetizada por la mutante H243L. Estas
reacciones se llevaron a cabo a 1 U/mL de enzima a 45°C a 100 y 300 g/L de sacarosa.

Un resultado interesante surgido a partir de sintesis de levana con diferentes
distribuciones de peso molecular, fue que, al tratar de aumentar la productividad de
levana de alto peso molecular que se sintetiza por Bs-SacB a 1 U/mL, 45°C se aumento
la concentracidon de sacarosa de 100 g/L empleados hasta ahora a 600 g/L. Se observo
entonces un cambio importante de especificidad, ya que se pasd de una distribucion
normal con levana de APM, a una bimodal con levanas de alto y bajo peso molecular.

Este efecto pudiera ser explicado a partir de la estabilidad de la enzima, ya que al subir
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la temperatura hasta 45°C podria provocarse su desnaturalizacion, impidiendo que
participe en la reaccion, no solo desde el punto de vista catalitico, sino también mediante
las interacciones con las que otros sitios en la superficie de la enzima pudieran contribuir
a la reaccién. Asi, al llevar a cabo la reaccion a altas temperaturas, la concentracion de
enzima activa disminuye por su desactivacion/desnaturalizacion y observamos un efecto
derivado de la concentracion de enzima, y no de la temperatura. Por otro lado, al
aumentar la concentracion de sustrato hasta 600 g/L, se genera una proteccion de la
enzima por la concentracién de la sacarosa. Es decir, la concentracion de la enzima activa
no disminuye, y en consecuencia podemos observar levana con una distribucion bimodal
de pesos moleculares. Este efecto se puede observar incluso a 300 g/L como se
demuestra en la figura 9. Esta hipotesis podria ser explicada agregando un protector a la

reaccion a 100 g/L equivalente a la presencia de una alta concentracion de sacarosa.

SacB 100g/L — —-SacB 300 g/L -+ SacB 600 g/L
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Figura 9. Efecto de la concentracion de sacarosa en la sintesis de levana por Bs-SacB a 45°C. Esta
reaccion se llevé a cabo a 600 g/L (puntos), 300 g/L (linea discontinua) y 100 g/L (linea continua).
Estas reacciones corresponden a 24 h de reaccion.
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8.1.2 Efecto de la concentracion de enzima sobre de peso molecular de
la levana producida por Bs-SacB y sus mutantes H243L y S164A

La hipotesis de trabajo en el grupo para explicar el efecto que tiene la concentracion de
enzima, plantea uno o varios sitios en la superficie de la enzima que pueden interactuar
con la levana (sitios de union a fructosa), de modo que cuando la concentracion de
enzima en la reaccion es alta (55 ug/mL), el o los sitios en la superficie pueden competir
con otras moléculas de enzima por la levana en elongacion, impidiendo que esta sea
elongada de manera continua, dando lugar a un mecanismo no procesivo que genera un
polimero de bajo peso molecular (8.3 KDa). En cambio, cuando se emplean
concentraciones bajas de enzima (0.55 pg/mL), se evitan las interacciones y la levana
puede ser elongada hasta un polimero de alto peso molecular (2,200 KDa). Esta
hipotética interaccion proteina-polimero-proteina estaria presente conforme se aumenta
la concentracién de enzima, existiendo interacciones que dan lugar a la distribucion
bimodal (5.5 ug/mL). Basados en esta hipotesis, se decidioé evaluar de igual manera este
fendmeno (Unica variable la concentracion de enzima) en las dos mutantes (H243L y
S164A), que como mencionamos, sintetizan levana con una distribucion normal de alto y
bajo peso molecular, respectivamente, cuando se emplean en las mismas condiciones

de reaccién que Bs-SacB, es decir, 1 U/ml, 37 C y 100 g/L de sacarosa.

Dado que los parametros cinéticos de la mutante H243L son muy similares a los de Bs-
SacB silvestre, se utilizaron las mismas concentraciones para ambas enzimas. Se
encontré que el efecto de altas concentraciones de enzima para la mutante H243L (55
pg/mL) es similar al de Bs-SacB ya que podemos observar la sintesis de levana de bajo
peso molecular (figura 10A). Incluso, esta levana es de un peso molecular menor (2.6
kDa). No obstante, también observamos una pequefia cantidad de levana de alto peso
molecular, algo que siempre ocurre, es decir, a pesar de que podemos modular el peso
molecular de la levana sintetizada modificando las condiciones de reaccion, la levana que
se sintetiza preferencialmente, ya sea de alto o bajo peso molecular, va acompafnada de
una minima cantidad de levana de bajo o de alto peso molecular respectivamente. Para
poder observar mejor este efecto, se realizaron reacciones a 300 g/L y en efecto, se
puede observar con mayor claridad la presencia de esta levana (figura 10B). La mutacion
H243L hace que su estabilidad térmica sea menor que la silvestre Bs-SacB (6.5 veces

menos), lo que podria sugerir una modificacion en su estructura, dando lugar a la
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modificacion de el o los sitios de union a fructosa hipotéticos que proponemos,
provocando que esta mutante sintetice preferentemente levana de alto peso molecular,
pero solo hasta tener concentraciones de enzima altas (55 pg/mL), este sitio de unién
que es menos funcional puede tener un efecto en la sintesis de levana. Aun faltan datos
para corroborar esta hipotesis, la cristalizacién de esta mutante podria ayudar a resolver
cuestiones referentes a este sitio hipotético o si se trata de otra condicion estructural no
reportada hasta el momento.

45 —_— =55 p/mL 5.5uw/mL  ---- 0.55p/mL
35
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Figura 10. A) Efecto de la concentracion de enzima en la distribucién de pesos moleculares de la
levana sintetizada por la mutante H243L. Estas reacciones se llevaron a cabo a 100 g/L a 37°C
variando la concentracion de enzima. B) Distribucién de pesos moleculares de la levana sintetizada
por la mutante H243L a 10 U/mL a 37°C, variando la concentracién de 100 g/L a 300 g/L de sacarosa.
En rojo se muestralalevana de bajo peso molecular sintetizada por Bs-SacB. Todas las reacciones
tienen conversiones mavores a 90 %.
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Un analisis por HPAEC-PAD de esta levana de menor peso molecular (2.6 KDa)
sintetizada por la mutante H243L sugiere que, al igual que la levana de bajo peso
molecular sintetizada por Bs-SacB es sintetizada por un mecanismo procesivo, debido a
que se observan los intermediarios en la sintesis de esta levana, en la figura 11 cada pico
representa una cadena de levana con un grado de polimerizacién cada vez mayor (de
izquierda a derecha). La transferencia de esta enzima disminuye considerablemente,
hidrolizando casi el 80% del sustrato, cuando Bs-SacB usa el 40% de la sacarosa para

reacciones de transferencia a las mismas condiciones.
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Figura 11. Andlisis de cromatografia de intercambio iénico de lalevana BPM-SacB (rojo) comparada
con la levana sintetizada por H243L (negro) a 10 U/mL y 100 g/L de sacarosa.

Bajas concentraciones de enzima (0.55 pg/mL) no cambian el comportamiento de la
mutante H243L, al menos para la sintesis de polimero ya que, tal como fue caracterizada,
se observa unicamente la sintesis de levana de alto peso molecular, como lo muestra el

cromatograma de la figura 10A.
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Por otro lado, la mutante S164A presenta un cambio importante de parametros cinéticos
con respecto a la silvestre (una Kcat 25 veces menor), lo que implica que para llegar a
una actividad de 1 U/mL se requiere de una alta concentracién de enzima (137.5 ug/mL),
mucho mas alta que los niveles usuales de concentracion de la enzima silvestre Bs-SacB
(5.5 pg/mL). Todos los analisis reportados hasta el momento, relativos a la
caracterizacion de la mutante S164A no habian contemplado el efecto de la
concentracion de enzima, por lo que se llevaron a cabo reacciones basadas en
concentraciones de enzima comparables a la silvestre, a pesar de traer como
consecuencia velocidades de reaccion muy bajas. En el cromatograma de la figura 12
podemos observar que al igualar las concentraciones de reaccion a las utilizadas con Bs-
SacB (0.55 ug/mL y 5.5 yg/mL), la mutante presenta el mismo comportamiento en cuanto
a la sintesis que Bs-SacB. Este resultado demuestra que el mecanismo de elongacién de
levana es el mismo que para Bs-SacB. Es decir que, independientemente de la actividad
enzimatica (velocidad de reaccion) a 5.5 yg/mL observamos la sintesis de levana con
una distribucion bimodal de pesos moleculares estrechamente asociada a la
concentracion de enzima en la reaccion; consecuentemente, a 0.55 pg/mL observamos

unicamente la sintesis de levana de alto peso molecular.
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Figura 1. Efecto de la concentracion de enzima en la distribucion de pesos moleculares de lalevana
sintetizada por la mutante S164A. Estas reacciones se llevaron a cabo a 100 g/L a 37°C variando la

concentracién de enzima.
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Estos resultados muestran que tanto en Bs-SacB, como en las dos mutantes analizadas,
la concentracion de enzima modula el peso molecular que alcanza la levana durante la
sintesis, independientemente de modificaciones en mutantes que se creia ocasionaban

un cambio de especificidad relativa al peso molecular de la levana sintetizada.

Para apoyar nuestra hipdtesis, en la que se plantea la existencia de interacciones entre
enzima-enzima o enzima-levana-enzima, nos planteamos experimentos en los que se
impidiesen interacciones entre las moléculas de enzima. Una forma de lograr este
objetivo es inmovilizando la enzima, aunque los métodos clasicos hasta ahora explorados
(inmovilizacion en Eupergit o CLEAs) no nos aseguran que toda la enzima se encuentre
disponible para llevar a cabo la reaccion, o que la misma inmovilizacion bloquee sitios
importantes para la interaccion entre proteina-polimero-proteina. Por esta razdn, se
decidié emplear esferas de agarosa, que usualmente son utilizadas para la purificacién
de proteinas por medio de la etiqueta de histidinas. Esta inmovilizacidon nos permitiria
tener a la enzima en su plegamiento activo, debido a que las proteinas en este sistema
quedan atrapadas por la union de la etiqueta de histidinas ubicadas en el extremo amino
terminal, que se unira a la superficie de las esferas, asegurandonos que la inmovilizacion

no interferira con el sitio activo (figura 13).

Figura 2. Representacion gréafica de la inmovilizacion se Bs-SacB en un soporte de agarosa, este
soporte se encuentra unido con acido nitriloacético -un quelante- que a su vez retiene
covalentemente iones de Ni *2 con los cuales las histidinas interaccionan fuertemente.
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Los resultados que se presentan en la figura 14, muestran el efecto que produce la
inmovilizacién de la enzima, tanto para la mutante S164A como para Bs-SacB. Podemos
observar en los cromatogramas que, cuando la enzima se encuentra inmovilizada solo
se produce levana de alto peso molecular. Esto apoya nuestra hipétesis, es decir, a pesar
de existir una alta concentracion de enzima, al estar inmovilizada se restringen las
interacciones enzima-levana-enzima o enzima-enzima como se describidé con
anterioridad, permitiendo que las cadenas de levana se puedan elongar hasta dar lugar
al polimero de alto peso molecular. Este efecto es mas notable en la inmovilizacion de la
mutante S164A, de la que, como mencionamos anteriormente, requerimos una
concentracion de 137.5 ug/mL de enzima para poder llegar a 1 U/mL, en estas
condiciones, estando la enzima libre hemos descrito que se observa unicamente la
sintesis de levana de bajo peso molecular. Sin embargo, cuando se inmoviliza la enzima,
y se evitan las interacciones, de forma similar a lo que ocurre cuando se disminuye la
concentracion de enzima a 0.55 pg/mL, se sintetiza levana de alto peso molecular. Asi,
con estos experimentos queda demostrado que, a pesar de tener concentraciones altas
de enzima, incluso mayores a 55 ug/mL, si se evitan las interacciones entre las moléculas
de enzima, la levana sintetizada es solo de alto peso molecular. Otro efecto notable
debido a la inmovilizacidon es el aumento considerable en la transferencia de la enzima,

llegando hasta el 80 %.
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Figura 3. Efecto de lainmovilizacion de enzima en la distribucién de pesos moleculares de lalevana
sintetizada por la mutante S164A y Bs-SacB. Reacciones a 1 U/mL paralas dos enzimas y en ambos
casos (inmovilizada y libre). Estas reacciones se llevaron a cabo a 100 g/L a 37°C con agitacion de
1000 rpm.
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Para corroborar que el efecto que observamos es debido a la inmovilizacién de la enzima
realizamos un experimento similar al reportado por Raga-Carbajal et al. (2016), en el que
en la reaccion de enzima inmovilizada se agrega enzima inactiva (doble mutante) hasta
alcanzar una concentracioén final de 55 pg/mL (5.5 uyg/mL de enzima inmovilizada + 49.5
pg/mL de enzima doble mutante). Asi, solo las moléculas de enzima activa que se
encuentran inmovilizadas pueden sintetizar levana, al no poder interaccionar entre ellas
pero si con la doble mutante inactiva que se agrega a la reaccion. Es importante
considerar un posible artefacto derivado del hecho de que existen sitios libres de Ni*2 en
la superficie del catalizador, al que es afin la etiqueta de histidinas que posee también la
enzima doble mutante inactiva. Para resolver este problema, se agregé una alta
concentracion de enzima inactiva (1 mg/mL), para que, no solo el soporte se sature de
enzima, sino que no existan problemas difusionales debido la en el contacto enzima
inmovilizada - enzima libre. Los resultados de estos experimentos se muestran en los
cromatogramas de la figura 15, en los que puede apreciarse un cambio de distribucién
de pesos moleculares, al cambiar de la sintesis de levana de alto peso molecular cuando
la enzima esta inmovilizada, a una levana con distribucion bimodal cuando enzima
inactiva a una alta concentracién es agregada para interaccionar con la enzima
inmovilizada durante la sintesis. A diferencia de lo que ocurre al realizar estos
experimentos con enzima libre (la sintesis de levana de bajo peso molecular), podemos
observar que la distribucion no cambia totalmente a levana de bajo peso molecular.
Creemos que pudiera deberse a que la sintesis de levana en este método de
inmovilizacion provoca que la levana tienda a agregarse alrededor del soporte,
provocando asi un impedimento estérico en la interaccion enzima activa-levana-enzima
inactiva, es decir entre la enzima inmovilizada y la enzima libre. Como podemos ver en
la figura 16A, se observan las esferas de agarosa en el centro cubiertas de una gran
cantidad de levana, sugiriendo en primer lugar que la difusion de la enzima inactiva libre
hacia la enzima inmovilizada pudiera estar severamente restringida, y que la levana
tiende a interactuar preferentemente con otras moléculas de levana llegando al grado de
tener moléculas de levana agregadas. En la figura 16B podemos ver al soporte de

agarosa sin levana adherida a ella.
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Figura 4. Distribucion de pesos moleculares de Bs-SacB inmovilizada. Reacciones a 5.5 pg/mL de

enzimainmovilizada. En unareaccion fue afiadido 1 mg/mL de enzima inactiva doble mutante. Estas
reacciones se llevaron a cabo a 100 g/L de sacarosa a 37°C.

Figura 5. A) Esferas de agarosa con Bs-SacB inmovilizada y cubierta de levana. Fotografia tomada
a 12 horas de reaccion. B) Esferas de agarosa sin enzima inmovilizada. Ambas fotografias tomadas
en microscopio optico (40X) en campo claro.
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Todos estos datos ponen en evidencia la importancia de la interaccion enzima-levana-
enzima para controlar la distribucion de pesos moleculares de la levana, sugiriendo este
efecto como el predominante. Otros reportes relacionados con la modulacién del peso
molecular de la levana sintetizada también podrian ser explicados con la hipotética
interaccidn enzima-levana-enzima. Por ejemplo: la presencia de solventes (etanol 40%)
que fue descrita por Tanaka et al. (1980), favorece la sintesis de levana de alto peso
molecular. Posiblemente tal cantidad de etanol pueda estar provocando que cierta
cantidad de enzima precipite o se desnaturalice generando que exista menor cantidad de
enzima estructuralmente activa, con el sitio de unién a fructosas intacto, generando
nuevamente un efecto debido a una baja concentracion de enzima. Esta justificacion
seria similar a la empleada para explicar el efecto de realizar reacciones a altas

temperaturas (45°C).

Con toda la informacién disponible y la obtenida en esta seccion del proyecto, hemos
podido definir condiciones que favorecen la sintesis de polimero de un peso molecular
definido, ademas de poner en evidencia la necesidad de una interaccion enzima-levana-
enzima en este proceso. Consideramos estas evidencias un avance en la comprension
de la particular capacidad de Bs-SacB de sintetizar levana con una distribucion particular

de peso molecular.

Sin embargo, queda por definir con mas detalle el mecanismo exacto mediante el cual
sucede el proceso de elongacion, y resolver diversas incognitas surgidas de este
proyecto tales como ¢ qué define los limites de elongacion de la levana por Bs-SacB?
Esta pregunta nos la hacemos conscientes de que existen enzimas capaces de sintetizar
levana con un peso molecular mucho mas alto que Bs-SacB como la de Brenneria sp.
EniD312 (141,000 kDa) (Xu et al. 2018). Existen igualmente incognitas referentes al papel
que podrian jugar las propiedades fisicoquimicas de la levana, muy particularmente la
capacidad de la levana de alto peso molecular para formar nanoparticulas y la influencia
de estas nanoparticulas en el mecanismo de elongacion durante la sintesis. Por ejemplo:
¢la formacion de nanoparticulas juega un papel importante para que el limite de
elongacion de la levana de alto peso molecular sea 2,200 KDa? ;en qué momento se
forman las nanoparticulas durante la reaccion? jla levana de bajo peso molecular, al
igual que la levana de alto peso molecular puede formar nanoparticulas? ¢son las

nanoparticulas un factor determinante para que la levana no sea reconocida como

53



aceptor por la enzima siendo entonces el mecanismo mediante el cual se define el
tamano de la levana? Estas y otras preguntas pudieran resolverse analizando el
comportamiento de la levana en solucion, por lo cual en la siguiente seccion se describe
los analisis realizados sobre las levanas y como pudieran influir en la sintesis de levana,

y por ende su peso molecular.

8.2Caracterizacion de la levana

8.2.1 Sintesis de levana por Bs-SacB y la levana sintetizada por las
mutantes H243L y S164A

Con el fin de caracterizar el comportamiento de la levana en medio acuoso, asi como el
efecto de las propiedades fisicoquimicas de la levana en su propia sintesis, se trabajo
inicialmente en condiciones de sintesis de levanas con distribucion monomodal de peso
molecular, variando algunos parametros de reaccion y purificando las levanas
producidas. Estas condiciones fueron resultado de la revisidon de la literatura. Asi, se
empled lo que denominamos una concentracidon de enzima elevada (55 pg/mL,
equivalente a 10 U/ml de Bs-SacB) a 37°C y 600 g/L de sacarosa, con el fin de sintetizar
exclusivamente levana de bajo peso molecular, levana que identificamos como BPM-
SacB. Otra condicién con la que se puede modular el peso molecular de la levana en
reacciones con Bs-SacB es la temperatura. Basados en estos antecedentes de igual
forma se definieron condiciones de reaccién de 1 U/mL a 100 g/L de sacarosa utilizando
45°C para llevar a cabo la sintesis de levana APM-SacB. Finalmente, la levana con una
distribucion bimodal de pesos moleculares, conteniendo tanto levana de alto como de
bajo peso molecular se sintetizé en las condiciones descritas en la seccion anterior (1
U/mL 45°Cy 600 g/L de sacarosa).

La levana producida por la mutante H243L se sintetiz6 empleando 1 U/ml, a 37°C y 600
g/L de sacarosa (APM-H243L). Tal como se ha reportado, la mutante H243L en estas
condiciones de reaccién produce exclusivamente levana de alto peso molecular. La
mutante S164A, solo produce levana de bajo peso molecular (BPM-S164A) cuando lleva
a cabo la sintesis a razéon de 1 U/ml, a 37°C y 600 g/L de sacarosa. La figura 17 muestra
el perfil de peso molecular de las levanas sintetizadas en esta seccidn y que son la base

de los estudios estructurales que a continuacion se describen.
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Figura 6. Distribucién de pesos moleculares de la levana sintetizada por Bs-SacB, las mutantes
H243L y S164A. En lineas discontinuas negras se muestra la levana de APM-SacB; en amarillo se
muestra levana con distribucién bimodal sintetizada por Bs-SacB; en linea continua negra se
muestra lalevana de BPM-SacB; en rojo la levana de APM-H243L; en azul lalevana BPM-S164A. Las
condiciones de sintesis se describen en la seccién 8.2.1

8.2.2 Tamarfo de particula de las levanas

El analisis del tamano de particula de las levanas es una tarea esencial para cumplir uno
de nuestros objetivos, en el sentido de que las moléculas de levana se agregan a tal
grado de formar una particula cuando esta en solucion, y que este fendmeno afecta su
elongacion. Con este fin, se analizé el tamano de particula de la levana por medio de la
técnica de dispersion dinamica de luz (Dynamic Light Scattering o DLS). Se analiz6 la
levana sintetizada por Bs-SacB, asi como la sintetizada por las mutantes H243L y S164A
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 18, en la que podemos observar la
distribucion del tamafo de particula de las levanas sintetizadas, purificadas y
resuspendidas en agua. Estos resultados muestran que su tamafno es similar en todos

los casos, a pesar de la gran diferencia en el peso molecular promedio entre levanas de
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alto y bajo peso molecular. En efecto, en el caso de la levana de BPM-SacB el diametro
de particula promedio corresponde aproximadamente a 113 nm, aunque la distribucidn
es heterogénea e incluye diametros de hasta 250 nm. Por otro lado, la levana de APM-
SacB muestra diametro de 174 nm, aunque en la distribucion, se observa que el tamafio
puede llegar hasta 500 nm, un nivel de dispersion que no ocurre con la levana BPM-
SacB.
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Figura 7. Distribucién del tamafio de particula por DLS de las levanas sintetizadas por Bs-SacB y
sus mutantes. (---rojo---) levana de BPM-SacB; (---negro---) levana de APM-H243L; (---rosa---) levana
de APM-SacB; (---verde---) levana de BPM-S164A y (---azul---) levana con una distribucién bimodal
de peso molecular sintetizada por Bs-SacB

Las particulas de levana de APM-H243L presentan un diametro promedio de 107 nm,
resultando ser mas pequefia que las de APM-SacB. Un aspecto sumamente interesante,
es el hecho de que a pesar de tener una distribucion de pesos moleculares muy parecida
a la levana de APM-SacB, su diametro, asi como su distribucién, se asemejan mas a una
levana de bajo peso molecular. Por otro lado, las particulas de levana de BPM-S164A
tienen un tamano promedio de 174 nm, un comportamiento similar a la levana de APM-
SacB. Finalmente analizamos también la levana con una distribucién de peso molecular
bimodal (alto y bajo peso molecular) que resultd estar constituida por particulas con un
diametro promedio muy similar a la APM-SacB (174 nm), es decir, a pesar de estar
constituida por levanas con una distribucién de peso molecular bimodal, solo se observa
una distribuciédn monomodal en el tamafio de particula, muy similar a la observada para

la levana APM-SacB. Estos resultados se resumen en la Tabla 3.
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Tabla 3. Tamafio de particula de la levana sintetizada por Bs-SacB y sus mutantes. El peso
molecular fue analizado por SEC-RI y el tamafio de particula por DLS

Levana Peso molecular Tamano de particula Distribucién (nm)
(KDa) promedio (nm)
BPM-SacB 8.3 133 <250
APM-SacB >> 2,200 174 <500
Bimodal 8.3y 2,200 174 <500
APM-H243L 2,200 103 <200
BPM-S164A 8.3 174 < 350

Estos datos sugieren que la levana de bajo peso molecular forma agregados al igual que
la levana de alto peso molecular, siendo la unica forma de poder explicar el tamafo de
particula observado de mas de 100 nm para cadenas de levana de aproximadamente 52
unidades de fructosa. Proponemos que las moléculas de levana se agregan
interactuando entre ellas para formar nanoparticulas. Posiblemente esto dé lugar a que,
durante la reaccion, al agregarse la levana, quede inaccesible para la enzima, deteniendo
la elongacién. Un analisis mas profundo de la levana de bajo peso molecular por medio
de microscopia electronica de transmision permitid confirmar la morfologia de los

agregados de levana de bajo peso molecular.

8.2.3 Nanoparticulas de levana

Si bien el analisis del tamano de particula por DLS nos permite tener una aproximacion
de su diametro, se trata de una aproximacion, ya que su morfologia tendria que ser
totalmente esférica. Para confirmar la morfologia de los agregados la levana en solucién,
analizamos levana BPM-SacB por microscopia electrénica de transmision. En la figura
19 podemos observar nanoparticulas esféricas, amorfas, de tamafos variados, pero que

estan dentro de la distribucion medida por DLS.
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Figura 8. Nanoparticulas de levana de BPM-SacB, analizadas por microscopia electronica de
transmision después de 1 hora de reacciéon (10 U/mL, 100 g/L de sacarosa, 37°C). A) 35,000X B)
50,000X.

De igual manera, la levana BPM-SacB analizada por microscopia electronica de
transmision fue analizada por DLS, cromatografia de intercambio anidnico y
cromatografia de permeacién en gel para demostrar que, aunque vemos una particula de
alrededor de 100 nm, se trata de moléculas de levana de un peso molecular aproximado
a los 8.3 kDa (~52 unidades de fructosa). Con estos datos podemos inferir que las
cadenas de levana de bajo peso molecular interactuan entre si, colapsando en un
agregado o nanoparticula. Sorprendentemente, dado que el tamafo de la particula es
similar para las particulas de levana de alto peso molecular, una explicacion razonable
considerando la diferencia de peso molecular, es que el nimero de cadenas de levana
por particula, sea aproximadamente 265 veces mayor en el caso de BPM-SacB que para

el caso de la levana de alto peso molecular.

El coeficiente de Huggins (k) es un pardmetro empleado para describir la naturaleza de
las interacciones o la afinidad en un sistema polimero-solvente, aunque también se
emplea para describir la calidad de un solvente. Este coeficiente proviene de la pendiente
obtenida al graficar correlacion entre nesp/C y la C. Donde nesp €s la viscosidad especifica
y C es la concentracion, de ahi resulta su caracter adimensional. Por ejemplo, en un
buen solvente se presentan valores del coeficiente de Huggins de entre 0.3 - 0.4, lo que

indica una buena interaccion entre el solvente y el polimero; valores de 0.5 a 0.7 sugieren
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interacciones equivalentes entre polimero-polimero y polimero-solvente; y valores
superiores a 0.8 indican interacciones dominantes entre polimero-polimero. Ehrlich et al.
(1974) reportaron para la levana Streptococcus salivarius un valor para el coeficiente de
Huggins (en agua) de alrededor de 1, lo que indicaria que la levana tiende a interactuar
preferentemente con otras moléculas de levana que, con el solvente, provocando este
colapso que da lugar a nanoparticulas esféricas. Un factor que impacta en el coeficiente
de Huggins es el nivel de ramificaciones, ya que afecta el tamafo del polimero. Por ello
sera importante analizar el nivel de ramificacion de las levanas, y asociar a esta

caracteristica del polimero al coeficiente de Huggins correspondiente.

8.2.4 Autoensamble de nanoparticulas de levana y su estabilidad

La informacion obtenida en la seccidn anterior que sugiere que la levana de bajo peso
molecular al igual que la de alto peso molecular interactuan y se agregan colapsando en
nanoparticulas de al menos 100 nm, nos lleva a la siguiente incognita, la dinamica de
formacion de nanoparticulas, es decir, definir el momento en el que las nanoparticulas se
ensamblan durante la reaccion, si se encuentran presentes desde el inicio de la reaccion
o si el ensamblaje es un proceso asociado a la cinética de la reaccién. De esta ultima
forma, seria claro el hecho de que el colapso en nanoparticulas pudiera estar regulando

el peso molecular que alcanza la levana durante la sintesis.

Para analizar esta propuesta, se estudio la cinética de formacion de nanoparticulas, en
la cual analizamos si existe la presencia de nanoparticulas a medida que avanza la
reaccion. Como podemos observar en la figura 20B, para el caso de la levana de bajo
peso molecular, las nanoparticulas se forman desde los primeros tiempos de la reaccién
(5 minutos). Dicho de otra manera, se necesita muy poca levana para iniciar su
agregacion. Sin embargo, con estos datos aun no podemos aseverar que esto sea un
factor predominante en la elongacion de la levana, debido a que, como mencionamos
anteriormente, existen condiciones en las que la levana puede ser elongada hasta
obtener un polimero de alto peso molecular. Por ello, se analizé también el tamafio de
particula durante la sintesis de levana con distribucion bimodal, durante la cual sabemos
que la sintesis de levana de alto y bajo peso molecular se lleva a cabo de manera
simultanea. Estos resultados se presentan también en la figura 20A. Se encontré que, al
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igual que en la condicion anterior se observa que la aparicion de agregados ocurre desde
el inicio de la reaccion (5 min). En ambos casos el tamafio de particula de los agregados
no parece cambiar, manteniéndose desde el inicio de la reaccion y hasta el final de la
reaccién, con un tamano promedio de 200 nm. Existe una diferencia entre las mediciones
del tamafo de particula con la levana purificada (114 nm para levana de bajo peso
molecular y 174 nm para levana con distribucién bimodal) y la levana en el medio de
reaccion (200 nm). Esta diferencia en el tamafno de particula puede sr explicado por la
presencia de moléculas presentes durante la reaccion y su posterior analisis (sacarosa
residual, monosacaridos, FOS, etc), ya que la presencia de moléculas en la muestra a

analizar afectan la mediciéon de DLS (Bhattacharjee, 2016).

4 Didmetro (nm) 4 Levana (g/L) ¢ - Diametro (nm)  --e--Levana (g/L)
300 16 300 . . . ig
*
250 &, 4 14 250 * . 16
—_ 12 = . . . 1 —
c 200 A jry £ 200 * —
= ; 10 ‘-GE = ¢ * 12 ‘E-n
o 150 8 — o 150 hd 10 =
= T — 3 P
o 6 = u ©
100 | @ £ 100 | 4 6 T
S 4 > ~(0 (3]
T 5 2 a 5o 4~
() 2 2
0 0 0+ 0
0 500 1000 1500 2000 0 20 40 60 80
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 9. Cinética de formacién de nanoparticulas. A) Sintesis de levana de bajo peso molecular

durante la reaccion (10 U/mL, 100 g/L de sacarosa, 37°C). B) Sintesis de levana con distribuciéon

bimodal de pesos moleculares durante la reaccion (1 U/mL, 100 g/L de sacarosa, 37°C).

Los datos anteriores demuestran la presencia de nanoparticulas casi desde el inicio de
la reaccidn, incluso en condiciones donde sabemos que existe la sintesis simultanea de
levana de alto y bajo peso molecular. Sin embargo, estos resultados no permiten tener
una respuesta a la posible relacién entre la formacién de nanoparticulas y el proceso de
elongacion que da lugar a levanas de distinto peso molecular. Se ha constatado que, para

el caso de la levana de bajo peso molecular, el mecanismo de elongacion es no
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procesivo, es decir tenemos cadenas de levana de peso molecular creciente durante la
reaccion. Si tomamos en cuenta que casi desde el inicio de la reaccidn, las cadenas de
levana tenderan a colapsar en nanoparticulas, creemos que sera muy dificil que una vez
colapsada estas sean elongadas por la enzima. Esta pudiera ser también la respuesta a
un fendmeno conocido desde hace décadas consistente en el hecho de que cuando se
agrega levana de bajo peso molecular como aceptor a una reaccion, esta no es tomada

como aceptor para ser elongada.

Por esta razon analizamos la estabilidad de las nanoparticulas en presencia de diversas
moléculas con el objetivo de desestabilizarlas o evitar su interaccion, con la intencidn de
mantener las cadenas de levana libres, y analizar si en estas condiciones podrian actuar
como aceptores de la reaccion y ser elongadas. Para tal efecto, utilizamos sustancias
tales como SDS, Triton X-100 y Tween 80, para afectar las interacciones entre moléculas
de levana, que se sospecha son de naturaleza hidrofébica, puentes de hidréogeno, o
interacciones de Van der Waals, entre otras. Los resultados obtenidos sugieren que las
nanoparticulas son muy estables, ya que no podemos ver un cambio significativo del
tamano de particula en presencia de alguna de estas moléculas, pues en todos los casos
seguimos observando la presencia de nanoparticulas. Sin embargo, dado que estos
datos fueron obtenidos por medio de DLS, no podemos cuantificar el numero de
nanoparticulas y, sobre todo, saber si algun porcentaje de las nanoparticulas fue
disgregado. Para analizar esta posibilidad llevamos a cabo la sintesis de levana de bajo
peso molecular en presencia de levana como aceptor y en presencia también de los
aditivos disgregantes durante la sintesis (figura 21). De existir moléculas de levana no
asociadas a las nanoparticulas, estas podrian entonces ser elongadas. Sin embargo, en
los experimentos realizados no observamos que la levana fuese utilizada como aceptor,
lo que sugiere que las moléculas que seleccionamos (SDS, Triton X-100 o Tween 80) no
desagregan las nanoparticulas de levana. Otra opcidn seria que la levana de bajo peso
molecular no pueda ser reconocida por la enzima a pesar de no estar asociada a
particulas, debido a otra condicién estructural como lo pudieran ser moléculas muy

ramificadas.
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Figura 10. Comportamiento de la levana BPM-SacB en presencia de Triton X-100 como aceptor. En
rojo se muestra el tiempo inicial de lareaccién; en negro con lineas discontinuas la reaccion con la
mutante H243L a 1 U/mL; en linea negra continua la reaccién con Bs-SacB. Las reacciones fueron
Ilevadas a cabo a 100 g/L, 37 °C, 1 % de levana de BPM-SacB y 5% de Triton X-100.

Estos resultados nos confirman que las nanoparticulas estan presentes desde tiempos
iniciales de reaccion y muy particularmente que su tamafo no varia considerablemente
durante la reaccion, lo que nos llevo a plantear dos posibles hipétesis referentes a la

cinética de formacion de las nanoparticulas:

1. El numero de nanoparticulas es constante durante la reaccién: es decir, las
cadenas de levanas que recién se sintetizan se agregan en una de las
nanoparticulas ya formadas, haciendo que su densidad aumente (mayor numero

de cadenas de levana/nanoparticula), sin que cambie su tamafo.
2. La formacion de nuevas nanoparticulas se da paralelamente a la sintesis de

cadenas de levana, aumentando el numero de particulas a medida que avanza la

reaccion.
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En ambos casos, existe la posibilidad de que en estas nanoparticulas queden embebidas
cadenas de levanas con diversos grados de polimerizacion que, una vez dentro de la
nanoparticula, dificilmente podran ser elongadas. Para poder comprobar una de nuestras

hipétesis cuantificamos el numero de nanoparticulas durante la reaccion.

8.2.5 Cuantificacion de nanoparticulas

La técnica de Analisis de Rastreo de Nanoparticulas (NTA, por sus siglas en inglés) nos
permitié cuantificar el numero de nanoparticulas durante la reaccion de sintesis de
levana. En los resultados mostrados en la figura 22, se puede apreciar la distribucion del
tamano de particula de medios de reaccién que resultan de sintesis empleando 10 U/mL,
condicion que da lugar a la sintesis exclusiva de levana de bajo peso molecular. La
distribucion del tamafio de particula mostrado en la figura 22 corresponde a reacciones
al 50% (A) y 75% (B) de conversion de sustrato. Podemos observar que los tamanos de
particula concuerdan con los que determinamos por DLS para una levana de bajo peso
molecular. Observamos también como a medida que avanza la reaccién, suceden
cambios tanto en el promedio como en la distribucion del tamafio de particula. En la
reaccion a 50% de conversion el promedio del tamafo de particula es de 102 nm, En el
caso de la reaccion a 75% de conversion, el promedio del tamano de particula aumento
a 143 nm.

Concentration (particles / ml)
Concentration (particles / ml)
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Figura 11. Distribucion del tamafio y numero de particulas analizado por NTA. Reacciones de Bs-
SacB a 10 U/mL, 100 g/L de sacarosay 37°C. En A) lareaccion a 50 % de conversion: B) la reaccién
a 75 % de conversion.
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Los datos de cuantificacion de nanoparticulas se muestran en la tabla 3, en la que
podemos observar primeramente que el numero de particulas aumenta a medida que
avanza la reaccion, al pasar de 1.31X10"3 (50% de conversion) a 6.95X10" (75% de
conversion). Con estos datos y la cuantificacion de levana de bajo peso molecular, se
calculo el numero de moléculas que en teoria existirian agregadas en cada nanoparticula,
asi como el numero de residuos de fructosa por nanoparticula. Tomando el peso
molecular de la levana de bajo peso molecular (8.3 KDa), tendriamos en promedio al
“60% de conversidon” alrededor de 15,000 cadenas de levana por nanoparticula,
equivalentes a alrededor de 789,000 residuos de fructosa por nanoparticula. Para el caso
de la reaccién al “75% de conversion” el numero de moléculas por nanoparticula seria de
alrededor de 13,000 y el numero de residuos de fructosa seria de 663,000. Al analizar
estos datos, es necesario tomar en cuenta la distribucion del tamafio de particula que
existe en cada caso (figura 22), ya que podria pensarse que con el avance de la reaccion
las particulas se hacen mas grandes (de 102 a 146nm) y mas abundantes (de 1.31 a 6.95
x 10'3), pero con menor nimero de cadenas de levana. Asi, los datos de la tabla 4 son
solo una referencia de lo mas significativo, es la fotografia final que se tiene del resultado
de la sintesis. La dinamica mediante la cual crecen y aumentan de tamafio las particulas

es un tema quizas mas complejo que la formacién de las nanoparticulas mismas.

Tabla 4. Tamafio, concentracion y contenido de cadenas de levana y residuos de fructosa de
nanoparticulas sintetizadas por Bs-SacB en condiciones de sintesis de levana de bajo peso
molecular (10 U/mL, 100 g/L de sacarosay 37°C).

Tamano de
_ Moléculas Residuos de
particula promedio  Nanoparticulas/mL

/nanoparticula fructosa/ NP
por NTA (nm)

Bs-SacB 10

102 1.31E+13 15,472 789,076
U/mL 50 %
Bs-SacB 10

146 6.95E+13 13,009 663,496
U/mL 75 %
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El mismo analisis fue realizado para condiciones de sintesis exclusivamente de levana
de alto peso molecular (0.1 U/mL), reaccién relativamente lenta (7 dias). Se analizaron
muestras tomadas a las 24 h, cuando la reaccion apenas ha avanzado un poco y a las
120 h, a las que consideramos que la reaccion ha terminado (figura 23). Encontramos
que, al igual que en el caso anterior, los tamafios de particula medidos mediante NTA,
corresponden a los medidos por DLS para una levana de alto peso molecular y se
registran cambios durante la reaccion, tanto en el promedio como en la distribucién del
tamarno de particula. A las 24 h de reaccién el promedio del tamafio de particula es de
165 nm con tamanos de hasta 286 nm. Después de 120 h de reaccién, se observa una
distribucion mas homogénea con particulas casi de un solo tamafio (121nm), un promedio

es 146 nm, y una pequeia poblacion de particulas mas grandes, de 278 nm.

Concentration (particles / ml)
Concentration (particles / ml)
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Figura 12. Distribucion del tamafio y numero de particulas analizado por NTA. Reacciones a 0.1
U/mL, 100 g/L de sacarosay 37°C. En A) 24 h de reaccién; B) 120 h de reaccién.

Los datos de la cuantificacion de nanoparticulas para esta reaccién se muestran en la
tabla 5, en la que podemos observar que, al igual que en el caso anterior, el numero de
particulas aumenta a medida que avanza la reaccion, al pasar de 2.78X10"3 (24 h de
reaccion) a 3.38X10'* (120 h de reaccion), mientras que el tamario promedio disminuye.

El calculo del peso molecular de la levana se realiz6 empleando dos métodos de
deteccion: SEC-RIl y SEC-MALS. De manera general los resultados mostrados en SEC-

MALS, un método absoluto para determinar el peso molecular, muestran que la levana
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de alto peso molecular podria tener un peso molecular de 35,600 KDa, un tamafio mucho
mayor al obtenido con SEC-RI. Es a partir de estos datos que se llevaron a cabo los
calculos para determinar el numero de moléculas que se encuentran agregadas vy el
numero de residuos de fructosa por nanoparticula. Asi, si consideramos 35,600 KDa,
como el peso molecular promedio de la levana de alto peso molecular, tendriamos en
promedio 1.78 cadenas de levana por nanoparticula y unos 392,000 residuos de fructosa
por nanoparticula a las 24 h de reaccion. A las 120 h de reaccion, el numero de moléculas
habria disminuido en promedio a 0.57 y el numero de residuos de fructosa a 124,000 por
nanoparticula (todo esto asumiendo que toda la levana se encuentra en nanoparticulas

sin tener cadenas libres).

Tabla 5. Tamafio, concentracion y contenido de cadenas de levana y residuos de fructosa de
nanoparticulas sintetizadas por Bs-SacB en condiciones de sintesis de levana de alto peso
molecular (0.1 U/mL, 100 g/L de sacarosay 37°C)

. Moléculas Residuos de
Promedio (nm) Nanoparticulas/mL ]
/nanoparticula  fructosa/NP

Bs-SacB 0.1
164.8 2.78E+13 1.78 392297

U/mL 24 h

Bs-SacB 0.1
146 3.83E+14 0.57 124788

U/mL 120 h

Es decir, de acuerdo con estos calculos, lo que observamos como una nanoparticula de
levana de alto peso molecular, corresponderia a una cadena de aproximadamente
219,750 (considerando el peso molecular de 35,600 KDa) residuos de fructosa que, de
alguna manera, tendria que interaccionar intramolecularmente para adquirir la morfologia
de esfera con un tamano de 150 nm de diametro. Esta posibilidad se ha tomado en cuenta
por otros investigadores: por ejemplo: Arvidson y colaboradores en 2006 utilizaron los
datos de viscosidad intrinseca de la levana (producida por la enzima de Bacillus sp.), asi

como el tamano de particula para determinar su peso molecular. Partiendo de la ecuacién
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de Einstein para una suspencion diluida de esferas densas y de la ecuacion para describir
la relacién entre la viscosidad de un polimero y la viscosidad de un solvente puro, ademas
de ciertas consideraciones, se obtiene la ecuacion 1, en la que asume que cadena de

levana constituye una particula:

10m R}
= N
[n] 3 Na7g

ecuacion 1
donde:
* [n] es la viscosidad intrinseca,
* Na es el numero de Avogadro,
* Ru el radio hidrodinamico
* M el peso molecular.

El radio que utilizaron fue de 95 nm vy la viscosidad intrinseca de 0.14 dL/g, obteniendo
como resultado un peso molecular para la levana de 386,000 kDa, 10 veces mayor al
peso calculado por MALS para nuestra levana. El tamafio del polimero asi calculado
contrasta con el peso molecular que obtuvieron con SEC-RI, que fue de 1,000-2,000 KDa.
De igual forma, los datos del peso molecular calculado exclusivamente a partir del tamano
de particula para la levana sintetizada por las levansacarasas de B. subtilis, Z. mobilis,
E. herbicola son 31,000 KDa, 226,000 KDa, 276,000 KDa respectivamente (Benigar et al.
2014), que, al igual que en el caso anterior, fueron calculados considerando a la
nanoparticula como una cadena de levana. Los datos del peso molecular de la levana
sintetizada por B. subtilis en el reporte de Benigar et al. (2014) concuerda con nuestros
datos mostrados en MALS, aunque en su caso, el tamafo de particula es mucho mayor
(340 nm). Cabe mencionar que esta levana fue obtenida y purificada a partir de una
biopelicula de exopolisacaridos producida por B. subtilis. Es claro que, con la informacion
hasta aqui obtenida, no podemos aseverar que una cadena de levana se integre en una
sola particula, y aunque los datos apoyan esa hipotesis, es necesario profundizar en el

analisis de la estructura para corroborarla.
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Recientemente se reporté una concentracion critica de agregacion (CCA) de 0.24 mg/mL
para la levana producida por la enzima de B. subtilis NATE-1384. Esta concentracion
representa la cantidad minima de levana que se necesita en solucion para que tenga
lugar la agregacion (Gonzalez-Garcinufio et al. 2019). Estos autores proponen que las
cadenas de levana se encuentran libres y no asociadas hasta que se alcanza la CCA y
colapsan, en un proceso reversible. Esto concuerda con nuestros datos, los cuales
sugieren que se necesita una minima cantidad de levana para iniciar el auto ensamblaje
de las nanoparticulas. Sin embargo, la cuantificacion de nanoparticulas en el NTA
requiere de muestras muy diluidas para poder obtener una medicion clara, diluciones que
en nuestro caso alcanzaron tasas de hasta 1/50,000 y 1/250,000. Esto no concordaria
con lo que postulan Gonzalez-Garcinufo et al. (2019), quienes efectuan diluciones que
los llevan a concentraciones de levana de hasta 0.000048 mg/mL aproximadamente,
concentraciones a las cuales nosotros aun observamos nanoparticulas, sugiriendo
primeramente que el proceso no es reversible, y que desde que se sintetiza una cadena
de levana esta adquiere la estructura de nanoparticula inmediatamente. Esto concuerda
con lo que hemos planteado para la sintesis de levana de bajo peso molecular, en el
sentido de que, una vez formada la nanoparticula, lo que ocurre inmediatamente, las
cadenas no pueden ya ser elongadas por la enzima. Para el caso de la levana de alto
peso molecular su sintesis podria ser explicada mediante un mecanismo de elongacion
de cadenas totalmente procesivo, en el que solo hasta alcanzar cierto tamafo (35,000
kDa) deja de interactuar con la enzima, momento en el cual la cadena puede tener

interacciones intramoleculares y dar lugar a la estructura de nanoparticula.

Por lo antes expuesto, nos dimos a la tarea de analizar el mecanismo de sintesis de

levana de alto peso molecular, que presentamos en la siguiente seccion.

8.2.6 Precipitacion fraccionada de levana de alto peso molecular

Se ha propuesto que la elongacion de la levana de alto peso molecular se lleva a cabo
por un mecanismo procesivo, derivado del hecho de que en el medio de sintesis -
analizado por cromatografia en capa fina o mediante HPAEC-PAD- solo se observan las
levanas del mas alto peso molecular, sin los intermediarios que si se observan en la
sintesis de levana de bajo peso molecular. Sin embargo, esto puede deberse a que, por

su tamano, los intermediarios que llevan a la levana de alto peso molecular no se puedan
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observar sino hasta que se acumulen al final de la sintesis. El que no se observen los
intermediarios mediante dichas técnicas, especialmente en SEC-RI, no significa que no
existan, considerando la tendencia que tienen las levanas en solucion de formar
nanoparticulas en la que existe la posibilidad de agrupar intermediarios de la reaccion de
diversos tamafios dentro de la nanoparticula. Esta idea la soporta también el fendmeno
observado en este trabajo, en el que detectamos que las cadenas de levana libres tienden
a integrarse en nanoparticulas inmediatamente después de formadas, desde el inicio de

la reaccion.

La precipitacion fraccionada de levanas ha sido empleada desde hace afios para la
separacion de levanas de diversos tamafios (Ehrlich et al. 1974), y mas recientemente
por Hundschell et al. (2019). Estos ultimos autores realizaron una precipitacion con
diferentes volumenes de etanol para obtener levanas de diversos pesos moleculares,
para posteriormente analizar su comportamiento como nanoparticula, encontrando que
no existe gran diferencia en el tamafo de particula a pesar del analizar levanas de muy
distinto peso molecular. En la seccidn anterior, reportamos un resultado similar al estudiar

muestras de levana de bajo y alto peso molecular.

Sin embargo, uno de los objetivos adicionales que perseguiamos al abordar la
caracterizacion de las nanoparticulas mediante esta estrategia, era la busqueda de
intermediarios de reaccion. Como se describe en la seccion de métodos, se partié de una
solucion de levana de alto peso molecular, la cual fue sometida a 5 pasos de precipitacion
fraccionada con cantidades crecientes de etanol como solvente. Cada una de las

fracciones fue analizada por SEC-RI.

Una caracteristica que encontramos en general fue la dispersion de tamafos de las
fracciones, particularmente las fracciones Il y IV. La tabla 6 muestra los resultados
obtenidos para cada fraccion donde se puede observar que la fraccion | contiene -como
es de esperarse- las moléculas de levana de mas alto peso molecular, aunque con
presencia importante de levanas de un peso molecular menor. Como veremos mas
adelante, estas levanas bien podrian corresponder a intermediarios en la sintesis de
levana de alto peso molecular, ya que existen también en las fracciones subsecuentes,

precipitadas con mayor cantidad de alcohol, particularmente en la fraccién Il
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Tabla 6. Analisis por SEC-RI de fracciones de levana obtenidas a partir de una levana de alto peso
molecular, mediante precipitacion fraccionada.

Fraccion Volumen de Concentracion % enmasa Mw (KDa)

etanol (mL) (g/L)
Fl 83 27.8 56.87 2365
Fll 17.5 26.2 11.31 1334
Flll 25 35.8 22.09 1203
FIV 23 14.3 8.12 324
FV 33 2 1.59 4.7

Los resultados son sorprendentes, en el sentido de que permitirian plantear un
mecanismo no procesivo de sintesis de levana, al encontrar los intermediarios que hasta

la fecha no habian sido reportados.

Las muestras descritas en la Tabla 6 fueron analizadas también por el método de
deteccion, MALS (Multi-Angle Light Scattering), para corroborar el peso molecular de
cada fraccion, pero utilizando el mismo método de separacion. Los pesos moleculares
determinados para las levanas de cada fraccion obtenidos mediante este equipo se

reportan en la Tabla 7, de la que se desprenden dos observaciones interesantes:

Lo primero es que, los pesos moleculares obtenidos con este detector son un orden de
magnitud mayores que los obtenidos por SEC-RI, es decir para una levana de alto peso
molecular corresponde un peso molecular de >> 2,000 kDa a partir de una curva de
calibracion elaborada con dextranas, el detector MALS asigna un peso molecular
alrededor de 35,620 kDa.

Lo segundo es que, al igual que con SEC-RI, confirmamos la presencia de levana con
una gama de diversos pesos moleculares formando parte de una muestra de levana de
alto peso molecular. En efecto, la fraccion | presenta un peso molecular igual al que se
determind para la levana de alto peso molecular sin fraccionar (39,000 kDa
aproximadamente) con indice de polidispersidad de 1.39 - el cual nos indica el grado de
variacién de pesos moleculares en la muestra- aunque también podemos observar una
sub-fraccién de un menor peso molecular (1,700 kDa aproximadamente) pero con un

porcentaje de masa del 17.4% e indice de polidispersidad de 10, es decir, esta sub-
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fraccidn presenta una distribucion mas amplia de pesos moleculares mucho mayor,

sugiriendo la presencia de los muchos intermediarios de la reaccion.

La fraccidn Il estda compuesta a su vez por dos sub-fracciones, una de un peso molecular
alto (50,000 kDa aproximadamente) representando el 10.4 % de la muestra y con un
indice de polidispersidad de 1.25 y otra que representa la mayor parte de la levana, es
decir un 89.6 % con un peso molecular de 217 kDa aproximadamente. En este ultimo
pico el indice de polidispersidad es de 6. El error en ambos parametros es muy grande
(80-100 %) lo que al igual que en la muestra anterior, resulta probablemente de la
presencia de multiples intermediarios de diferentes tamafios también en esta muestra.
En la fraccién Il se aprecian 3 distribuciones, una de alto peso molecular (24,000 kDa
aproximadamente) con un indice de polidispersidad de 1.25 pero que representa solo el
4.2 %. La segunda con un peso molecular de 69 kDa que representa el 50.9% con un
indice de polidispersion de 3, una distribucién similar a la que se observa en la fraccion
II, pero con una menor dispersién. La tercera distribucion representa el 44.8% de la
muestra inyectada, y tiene un peso molecular promedio de tan solo 0.69 kDa, por lo que

podria considerarse que contiene FOS.

La fraccion IV contiene cadenas de levana distribuidas de una forma muy similar a la
fraccion lll, es decir, tres distribuciones de las cuales la primera con un alto peso
molecular pero que contiene la menor cantidad de levana, la segunda que contiene casi
la mitad de la masa de la fraccion, y la tercera que también contiene una masa importante
de la fraccion, pero que, como en el caso anterior, dado su peso molecular muy

probablemente este constituida por FOS.

Existen diversos reportes de la caracterizacion de levanas producidas por
levansacarasas de multiples fuentes, sin embargo, la informacién sobre su peso
molecular ha sido obtenido por diversas técnicas (SEC-RI y SEC-MALS principalmente)
o bien mediante calculos tedricos, pero hasta ahora, en ningun reporte se ha hecho un
estudio comparativo entre las diversas técnicas. Sin embargo, dada la naturaleza de las
moléculas de levana y su peculiar comportamiento, es evidente que su comportamiento
en solucion no corresponde al de los estandares que normalmente se emplean para
calibrar los equipos con detectores de indice de refaccién. En cambio, la técnica que
emplea como detector un MALS, no requiere de estandares de calibracion pues el método

para medir el peso molecular es absoluto. Para corroborar que no es una diferencia
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provocada por el método, se analizaron los estandares de dextrana tanto por SEC-RI,
como por SEC-MALS, encontrandose, como era de esperarse, que este ultimo permitid
determinar el peso molecular de nuestros estandares con exactitud. En consecuencia,
podemos tener relativa seguridad al afirmar que el peso molecular de la levana de alto

peso molecular producida por Bs-SacB podria ser de 35,600 KDa.
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Tabla 7. Precipitacion fraccionada de la levana de alto peso molecular analizada por SEC-MALS. Se muestran los datos del peso molecular y el
porcentaje que representa cada pico encontrado. En donde: Mw es el peso molecular; Mw/Mn es el indice de polidispersidad

Pico 1 Pico 2 Pico 3
Masa Masa Masa
Fraccion | Mw (kDa) Mw/Mn del pico  Mw (kDa) Mw/Mn del pico Mw (kDa) Mw/Mn del pico
(%) (%) (%)
LEVANA | 35,620 1,075 o 4,901 7.515 A
APM | (£3.544%)  (5.325%) (£2.944%)  (+5.609%)
39,860 1.395 1,709 10.111
Al (47.006%) (+9.603%) 026 (43336%) (+34.023%) 74
50,020 1.250 217.9 6.100
AL 1845%)  (x2.449%) 194 (482.001%) (:102.446%) OO
- 24,930 1.257 4o 69.18 3.636 509 0.69 1445 ins
(£2.660%)  (+3.802%) 2 (+12.537%) (+21.610%) 9 (479539%) (+105.465%) 4%
14,060 2.085 83.19 3.370 0.94 1,027
AV | 45.072%)  (#7.381%) % (+53.388%) (+68.981%) °'0  (+29.505%) (+38.788%) 07
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Los datos obtenidos en esta seccion sugieren que, contrario a lo que se ha reportado con
anterioridad (Raga-Carbajal et al. 2016; Ozimek et al. 2006), el mecanismo de elongacién
de levana de alto peso molecular es no procesivo, ya que aqui mostramos que la levana
de alto peso molecular esta constituida por una amplia gama de cadenas de levana de
diversos pesos moleculares integradas en las nanoparticulas. Es solo cuando la levana
se fracciona con etanol que se logra apreciar esta diversidad, caracterizada también por
una amplia polidispersion, en este caso, particularmente en las fracciones lll y IV. Esto
concuerda con la dificultad que implicaria un proceso en el que una enzima de 52 kDa
pueda sintetizar la levana de tan alto peso molecular en forma procesiva, dando lugar a
una molécula producto gigantesca comparada con la enzima. Para ser procesivo,
ademas, la cadena tendria que estar permanentemente asociada a la enzima,

dificultando el crecimiento por el extremo reductor, asi como realizar las ramificaciones.

A pesar de haber generado esta valiosa y novedosa informacion, no es posible establecer
de forma clara o concreta, la influencia de la formacién de las nanoparticulas en la sintesis
de levana, y menos aun si el fendmeno de agregacion afectaria los limites de elongacion.
No obstante, descubrimos que en la sintesis de levana de bajo peso molecular, las
nanoparticulas se forman desde el inicio de la reaccién, por lo que se podria sugerir que,
una vez liberada la cadena de levana, dependiendo de otros factores como en este caso
es la concentracién de enzima, esta se agregara inmediatamente en una nanoparticula,

haciendo dificil su elongacion por la enzima.

Por otro lado, en las condiciones de sintesis de levana de alto peso molecular, en las que
de igual manera existe la formacion de nanoparticulas desde el inicio de la reaccion, y
donde los datos sugieren que se trata de un mecanismo no procesivo, tendriamos

cadenas de levana que si son elongadas hasta obtener una molécula de 35,600 KDa.

Lo anterior nos lleva a pensar que podria existir otro factor muy importante para este
caso, como lo pueden ser las ramificaciones en la estructura de la levana, algo que hasta
ahora nadie ha tomado en cuenta en el proceso de elongacion y agregacion y que podria
dar respuesta a algunas de estas incégnitas. Una pregunta que surge de estas
conclusiones es el requisito en términos de ramificaciones que podria tener una cadena

de levana para colapsar y formar nanoparticulas.
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9 CONCLUSIONES

El efecto de la concentracion de enzima en el peso molecular de la levana sintetizada

es similar entre Bs-SacB y las mutantes H243L y S164A

Se demostré que la interaccion enzima-levana-enzima o enzima-enzima es esencial
para evitar que las cadenas de polimero crezcan hasta tamafios caracteristicos de las
levanas de alto peso molecular. Esto se logré mediante la inmovilizacién de la enzima

en esferas de agarosa Ni-NTA

Tanto la levana de bajo peso molecular como la de alto peso molecular forman

nanoparticulas en solucién con un tamafo de particula de al menos 100 nm

El autoensamble de nanoparticulas de levana en la reaccién ocurre desde el inicio de
reaccion y a concentraciones muy bajas de levana, tanto para levana de bajo como
de alto peso molecular, ademas de que estas nanoparticulas son muy estables y

dificiles de desensamblar.

El numero de nanoparticulas aumenta a medida que avanza la reaccion, y al parecer

hay cambios en la distribucion de pesos moleculares.

Existen intermediarios de reaccién en la sintesis de levana de alto peso molecular que
solo pueden ser observados mediante una precipitacion fraccionada de levana lo que

sugieren la sintesis mediante un mecanismo no procesivo

El peso molecular de la levana, hasta ahora reportado para Bs-SacB de 2,200 KDa,
segun determinaciones por SEC-RI, resulta ser de al menos 35,000 KDa mediante
SEC-MALS.
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