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“La Critica de Ia Razdn conduce, a! fin, nec b te & la Clencia;
e/ uso dogmdtico de la Razdn sin Critica conduce, al contrario, &

afirmaciones infundadas, que siempre pueden ser contradichas por
otras no ver les, por donde se va al escepticismo.”

Immanuel Kant.

“Se puede clertamente preguntar si todas las invariancias,

conservaciones y simetrias que constituyen la trama del discurso

clentifico no son ficciones Qque substituyen & la realidad para dar una

. imagen operacional, vacia por una parte de substancia, pero que se
vuelve accesible a la 16gica fundada sobre un principio de identidad

puramente abstracto, quizs “conv '/ 1°. Convencién de la que, sin

embargo, la razén humana parece incapaz de abstenerse.........

Cornd " 2

En le diversidad infinita de los / o g es,
la ciencia no puede buscar mdés que invariantes.”

Jacques Monod.
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RESUMEN

Las dextransacarasas (OXS) E.C 2.5.1.4 sON enzimas que pertenecen al grupo
de ias glucosiltransferasas. Catalizan ia reaccion de transferencia de residuos
glucosilo de la sacarosa a aceptores distintos al agua formando asi un polimero de
glucosa llamado dextrana. Son producidas por diversos mlcroorgomsmos entre los
que se encuentra distintas cepas de Lewc

4 e

En este trabajo se trabajé con la OXS de la cepa NRRL B-staF yaque es s
mejor caracterizada y ademds es la que tiene una mayor aplicacion a nivel
Este tipo de enzimas tienen su temperatura Sptima de actividad
alrededor de 10s 40°C pero a esta temperatura son muy inestables, por 10 quese

trabaja la enzima a 30 °C en donde se sacrifica en algunos casos hasta el 8o0% de a
actividad méxima.

El objetivo de este trabajo es lograr obtener una DXS que sea estable a q0
°C mediante el desarrotio y la aplicacion de métodos de modificacion quimica.

Se desarrollaron y probaron 2 protocolos de derivatizacion para la DXS que
involucran en entrecruzamiento de las cadenas laterales de azicar de la enzima
previa oxidacion. El primero utiliza icido adipico dihidrazida (AAD) como agente
entrecruzante para obtener el derivado DXSAAD (2) y el segundo se basa en el
acoplamiento de dextrana a la enzima utilizando una alquilacién reductiva para
obtener el derivado DXSDEX. Se compard la estabilidad y la especificidad de los
derivados con respecto a ia enzima sin modificar utilizando el tiempo de vida
media (L,2) & 40 °C y el perfil de produccion de oligosackridos con maitosa
respectivamente.

Los t,,;, cakculados a partir de los datos de desactivacion son de 19.69 min.,
20.88 min. y 72.20 min. para el control (OXS), los derivados DXSAAD y DXSDEX
respectivar La bilizacion observada puede deberse al entrecruzamiento
inter o intramolecular en el caso de DXSAAD y a fa unién covalente entre la
dextrana y la enzima en el caso de DXSDEX, ya que la estabilidad persiste alin
después de una reaccidon de sintesis de dextrana, lo que indica que la DXS no
intercambia la dextrana acoplada.
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En cuanto a la especificidad, cabe notar que DXSAAD no presenta
diferercias en el perfil de oligosacéridos producidos con sisec para con
DXS. En cambio, DXSDEX casi no produce oligosacéridos y presenta una tendencia
mayor a hidrolizar la sacarosa a costa de la reaccién de transferencia.Sin embargo,
s actividad transferasa se recupera si se afiade dextrana a 1a reaccién, este cambio
en la especificidad puede deberse a que 13 enzima no puede por si sola,
intercambiar los derivados de dextrana que se agregan y generan durante ia

derivatizacion.

Se logré incr ia bilidad de ta d asa de Lewc

mesenteroides NRRL $-512F mediante la modificacion quimica de su estructura
glicolftica. Hasta la fecha, todo

por
infructuoso.

bilizar esta enzima habla sido
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i INTRODUCCION

Las dextransacarasas (E.C. 2.5.1.4) son enzimas que pertenecen al grupo de
las glucosiltransferasas. Estas enzimas catalizan la reaccién de transferencia de
residuos glucosilo de moléculas donadoras (sacarosa) a moléculas aceptoras
diferentes al agua, formando asi un polimero de gtucosa llamado dextrana. Son
producidas por bacterias de la especie Leuconostoc mesenteroides y
Leuconostoc dextranicum asli como por especies de Baclllus y
Streptococcus. Existen varios tipos de glucosiltransferasas producidas por
diferentes cepas de Leuconostoc mesenteroides, cuya diferencia principal es el
tipo de polimero que cada una de ellas sintetiza. Los tipos de polimeros difleren
entre si segin las propledades derivadas de su estructura, tipo de enlace, tamaftio
de la cadena y ramificaciones.

En general, las dextransacarasas pueden también transferir residuos de
glucosa a diferentes aceptores que cast siempre son azicares de bajo peso
molecular (Maltosa, fructosa, isomaitosa) para formar oligosaciridos. De este
modo se definen como buenos aceptores aquellos que producen un gran cantidad
de oligosacéridos y una pequefia cantidad de polisacirido (dextrana). Algunos de
estos oligosacéridos tienen un gran potencial de aplicacion en la industria. Las
aplk«lones de las dextranas en la industria son muy variadas y numerosas y
Jt de la estructura y propiedades del polimero.

pengen §

5

Este trabajo forma parte de un proyecto cuyo ivo en la pr

fue estudiar 1a sl de olige dridos utilizando dextransacarasas de dlvems
P de Le OC nteroides tanto de coleccién como aisladas
durante la realizacion del proyecto. En {a segund. pa se ha do ¥ do

mejorar las caracteristicas en cuanto a su estabilidad y a su especificidad de las
enzimas de las cepas seleccionadas, dado que algunas de ellas han akanzado
aplicaciones a nivel industrial, como es el caso de la enzima de la <epa de
Leuc nteroides NRRL B-512F y 8-1299.
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En este trabajo se pretende mejorar la estabitidad de la dextransacarasa de
Lteuconostoc mesenteroides NRRL B-3512F. Tiene como antecedentes
inmediatos el hecho de que, en el grupo de ingenieria enzimdtica del Instituto de
Siotecnologfa de la UNAM se han elaborado trabajos relacionadaos con la
caracterizacién y produccibn de esta y otras enzimas de cepas de Leuconostoc
mesenterolides, incluyendo la 512, la 1299, |» 1386, entre otras. Actualmente se
estudia el mecanismo de reaccién con base en la caracterizacion cinética de a
enzima. Existe también un proyecto que tiene como objetivo la clonacién del gene
que codifica para esta enzima, ya que a la fecha se conoce muy poco acerca del

de Leuc nteroides.

En laac lidad, se pr una paradoja entre actividad v estabilidad para
este tipo de enzimas, es decir, tienen su temperatura Sptima de actividad
alrededor de 103 40°C pero a esta temperatura la enzima es muy inestable. Esto se
resuelve llevando a cabo la reaccién con la enzima a 30°C, en donde es mucho més
estable pero se sacrifica en algunos casos hasta el 8096 de 13 actividad méxima que
podria desarroliar. Por otro lado, la posibilidad de contar con enzimas
ter bles r ita de gran interés en los procesos industriales, ya que se
contaria con catalizadores que pr yor velocidad de reaccidn y sobre

16n. De este do, lograr obtener una

todo menor susceptibilidad a lac
dextransacarasa estable a 40°C y que conserve su actividad normal, representaria

una gran ventaja desde el punto de vista de rendimiento de la reaccibn y de la

productividad.

Para el desarrolio de este proyecto se wilizé ia dextransacarasa progucida
por Lewc id NRRL B-sv12F , la cual puede sintetizar
oligosacaréridos con una estructura que c de una cadk principal de glucosa
con entaces alfa-1,68. Se decidio trabajar con s de esta ceps ya que es la
mejor caracterizada y sirve como un buen modelo de estudio. Ademids es la que

tiene una mayor aplicacion industrial en la actualidad.

{ 4
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OBJETIVOS

GENERAL:
Ob unad asa bie para la sl de oligosacéridos mediante ef

desarrotio y aplicacion de diferentes estrategias de modificacion quimica.
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". GENERALIDADES
2. ESTABILIZACION DE ENZIMAS

Se dice que una enzima es termoestable cuando es capaz de conservar su
actividad catalitica despues de ser expuesta a altas temperaturas. La actividad
catalitica de hs enzimas depende de su estructura tridimensional. En ésta, los
residuos dos en la catdlisis estan alineados de modo que reconocen a su
sustrato y pueden llevar cabo 1a reacciSn. En otras palabras, una enzima es mas
termoestable que otra mientras mas resistente se€a su estructura contra la
de [l 6n tér es decir, mientras esa estructura sea capaz de mantener
alir dos a los resid de catdlisis. Por esta razén, si se pretende modificar una
enzima para que adquiera termoestabilidad, se deben buscar estr g para que
la estructura trid | de la pr [ r 1 tas reacciones de
desnaturalizacion térmica.

2.1.1 ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS

Las interacciones que mantienen la estructura tridimensional de una
proteina son blen conocidas:*

1.~ Interacciones entre las cadenas laterales de 1os aminodcidos hidrofébicos. Este
tipo de interacciones es considerada como la mayor fuerza estabilizadora en las
proteinas.

2.- Puentes disulfuro, que se generan cuando dos cisteinas se encuentran lo
suficientemente cerca en la estructura tridimensional. Este tipo de

pr de bilidad conformacional.

3.- Interacciones iGnicas, que son interacciones de cargas formales dentro de la
estructura de la proteina y se di entre las cadenas laterales de los aminodcidos
que a un cierto piH se encuentran cargados.

4.- Por ditimo, los puentes de hidrégeno, responsables de la estructura

secundaria, juegan un papel importante en a estabilidad de la estructura
tridimensional.
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Interaccién
hidrofobica

interaccién
ca

i 16ni
Ve

Cterminal

Flgura 1.~ Esquema de las interacciones bles de a
estructura tridimensional de las proteinas.'

2.1.2 DESNATURALIZACION

El proceso de desnaturalizacion térmica que conduce a la pérdida de la
actividad, puede explicarse mejor si se divide en dos etapas®. En la primera, el
desplegamiento de la cadena polipeptidica. consiste en la pérdida de la estructure
tridimensional y por o tanto de su actividad. Sin embargo, bajo ciertas
condiciones, algunas protefnas son capaces de plegarse de nuevo, de modo que
recuperan completamente su actividad. La segunda etapa, 13 inactivacion, consiste
enc bio qt os irreversibles en la cad polipeptidica desplegada, ya que un
polipéptido desplegado es mas susceptible a cambio quimicos como {a protedlisis.
La Figura 2 muestra este proceso de manera esquemadtica.
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Figura a.-Esquema del proceso de desnaturatizacion térmica de las
proteinas.

2.2 GENERALIDADES DE LAS DEXTRANSACARASAS

Las dextransacarasas E.C.2.5.4.1. catalizan la formacién de dextrana a partir
de sacarosa transfiriendo residuos de glucosa a una cadena creciente de dextrana
COMO se esquematiza a continuacion:

SACAROSA + DEXTRANA, —imascanes_ EACTRANAS + 1 + FRUCTOSA

Las dextranas son polimeros de glucosa con enlace at—6 y pueden

presentar ramificaciones en a1—=3, a1—=2 y ai1—+4. Los tipos y las proporciones de
fos enlaces en ¢l polimero varfan dependiendo del microorganismo que lo produce.

Asl, en la Tabla |, se presentan los tipos y los proporcién de enlaces en la
cadena principal del polimero, asi como los tipos y los porcentajes de enlaces en las
ramificaciones que se logran pleando dextr asas de distintas cepas de
Leuconostoc mesenteroides incluyendo la cepa B-512F seleccionada para

realizar este trabajo.

Cabe hacer notar que en general, las distintas cepas de (svconostoc
mesenteroides, producen la de lular (soluble) y solo
algunas cepas de esta especie presentan actividad dextransacarasa asociada a las
células (insoluble). Como se puede ver en la Tabla |, los productos de las diferentes
fracciones de una misma cepa varian en c asuc P i6n de enlaces.
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Tabla 1.- Tipos y proporcién de-enlaces en las dextranas producidas
por dlfetenlgs cepas de Leuconostoc mesenteroides.*

[ RICRSORZARISRG T 3 BDE ERUACES EN"EU POLTRAERS
«1,6 p a3 p a3 v a2 r aL,e r
[T.m. 8-s12F(soluble) 13 (3
W, B-1299 (soluble) és 3
[T, Bao9 (nsoluble) .7 3 27
[T, B-742 (msoluble) 7 33
[TTm. B-742 Golubley 50 )
T 8355 Golable) 5% 3 =
P= Enlacesen 1a < principar.

r= Entaces de las ramificaciones.

Las dextranas han sido utilizad o texturizantes,
viscosificantes o gelificantes en la industria de 10s alimentos. Se ha cbservado que
evitan la cristalizaci6n de los azicares en jarabes y se utilizan tambien como
agentes floculantes. €n la industria farmacéutica, se utilizan como agentes de
encapsulacion y como vectores de medicamentos. También se utilizan dextranas
de peso molecular controlado como sustituto de plasma sanguineo y como
complejo Fe-dextrana en el tr de la. Derivados de dextrana se
utilizan como tamiz molecular para la separacion y purificacion de compuestos
biolsyicos, siendo ei mds conocido de tados el Sephadex.®

En general, las dextransacarasas son capaces de lievar a cabo las llamadas
“reacciones de aceptor”, que consisten en la transferencia del residuo glucosilo de

1a sacarosa a un aceptor, que por lo general son carbohidratos pequefios, dando
coino resultado ia sintesis de oligosacaridos.

SACAROSA + ACEPTOR —fiimascanee_ (53 |JCOSA - ACEPTOR) + FRUCTOSA
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La variedad, asi como {a corcentracion de oligosacsridos producidos por
estas enzimas depende de varios factores como son la naturaleza y la
concentracion del aceptor. Los aceptores pueden clasificarse en fuertes y débiles
dependiendo de su capacidad para desviar la sintesis de dextrana hacia la
formacion de oligosacsridos. De este modo, (os aceptores fuertes son aquélios que
casi eliminan la formacion de dextrana haciendo que la enzima produzca
principalmente olig dridos. En ¢ bio, los aceptores débiles son aquéllos que al
no tener gran afinidad por la enzima, permiten la formacion de dextrana en la
reaccion. El tipo de oligasacsridos también depende de 1a fuente de 1a enzima. En
fa Figura 3 se esquematizan los diferentes productos de la reacciéon con maltosa
como aceptor, utilizando diferentes dextransacarasas.*

CRPAS MARL 3 UNIDADES <4 UNIDADES

P =6 v ate — Y3 — V2

Figura 3.- Esquema de los oligosacéridos producidos con maito
como aceptor utilizando dextransacarasas provenientes de dlfeventes
cepas de Leuc nteroides.*

La sintesis enzim&tica de oligosacéridos representa una alternativae
ventaj ala quimica. La catSlisis enzimitica presenta una alta
especificidad, en cuanto al tipo de enlaces. Ademdés, las condiciones de reaccion son
f&ciles de controlar y No es necesario la utilizacién de reactivos peligrosos o
dafiinos. Los oligosacdridos pueden tener aplicaciones industriales, por ejemplo
como eduicorantes, agentes probiStikos y sustitutos no cariogénicos de la
Sacarosa, entre otros. R S -
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a.3 PRODUCCION Y PURIFICACION DE LA DEXTRANSACARASA DE
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-s12F. ’

Esta cepa fue aislada de la cafia de azicar y en la actualiadad se utiliza para
la produccion de dextrana a nivel industrial. Existen numerosas publicaciones en
donde se describen métodos para producir y purificar a la dextransacarasa de este
microorganismo®®?. De hecho, aunque el objetivo de estas publicaciones no sea la
purificacion de la enzima, generalmente jos protocolos son mencionados, lo que

nos da una idea de la importacia de este punto.

2.3.9 FERMENTACION

La enzima es excretada por el microorganismo durante la fermentacién de
manera asociada al crecimiento del mismo, de modo que la méxima actividad en
un cuitivo en lote se logra al final de la fase de crecimient {al®. Cabe

mencionar que la pr

duccion de la enzi es inducida por la presencia de sacarosa
en el medio de cultivo. La ausencia de sacarosa se traduce en la no expresion de la
actividad. Puede realizarse la fermentacién de manera alimentada ya que la
alimentacion con sacarosa reduce el fenGémeno de represion catabdlica
incrementando la formacién de la enzima, obteniéndose un sobrenadante con

mayor actividad®.

2.3.2 PURIFICACION

El hacho de que fa d=xtransacarasdy s produzca sGic en preserkia de
sacarosa, implica que exists produccién de dextrana paralela a la produccion de la
enzima. De hecho, una de las técnicas de purificacidn mas sencillas, consiste en la
precipitacion de la enzima asociada a la dextrana, en una particién de dos fases
acuosas.Esto se logra con la adicidn de polietilenglicol (PEG), al sobrenadante de la
fermentacion de modo que la dextrana se agrega y precipita junto con la enzima

asaociads a ella.

La presencia de dextrana y (3 alta afinidad de la enzima por ella, dificulta su
caracterizacion. El problema es por 10 tanto, obtener extractos enzimdéticos libres
de dextrana. Para este fin se recurre entonces a Ia adicidn de dextranasas (que
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hidrolizan la dextrana prod do i ] ) seguida de diSlisis y diversos tipos
de cromatografias.

Los problemas para la caracterizacion de la enzima, asi como para obtener
un extracto enzimitico libre de dextrana, ha sido el objeto de varios trabajos de
investigacion con resuitados diversos. Por ejemplo, existen reportes en a
literatura en los que se logra purificar proteinas con actividad dextransacarasa con
un peso molecular de 64-65 KDa ®, y otros con pesos moleculares de hasta 170
KD"""’.

Una forma de evitar el problema de la presencia de dextrana, ha sido
generando cepas constitutivas & partir de la B-s12 utitizando nitrosoguanidina
para producir mutaciones al azar y posterior seleccion de colonias para obtener
una cepa nueva con la capacidad de producir dextransacarasa libre de
dextrana™™”

2.4 ESTRATEGIAS DE ESTABILIZACION

Tenlendo conocimientos previos acerca de ia estructura de la proteina es

posible Pk estr gl para lograr mantener la estructura

tridimensional. Los tipos de estr 9 para bilizar enzimas pueden
clasificarse en dos grandes tipos:

1- GENETICAS.- En donde quedan incluidas las técnicas de manipulacion del
DNA, ing i de pr ines, y mutagénesis dirigid.

2~ QUIMICAS.- Que incluyen los distintos tipos de reacciones que se pueden
realizar sobre las proteinas <como acoplamientos y entrecruzamientos, y
también la adicion de solutos al medio de reaccion.
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Durante la realizacion del proyecto, se implementaron diversas estrategias
quimicas para estabilizar la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides
NRRL B-s12F. Estas estrategias incluyeron el entrecruzamiento con &cido adipico

dihidrazida y el acoplamiento de la enzima con dextrana de alto peso molecular.

2.¢- MODIFICACIONES GENETICAS PARA LA ESTABILIZACION
DE PROTEINAS.

La modificacion racional de residuos en las proteinas con un fin
determinado es actualmente un drea de investigacion de frontera de la ciencia. Se
trata de el poder predecir ¢l efecto que tendrd cierta mutacién en una posicién
determinada de una proteina, (o que constituye aidn un retopara la ciencia.

Para poder llevar a cabo con éxito una estrategila de este tipo, es necesario
un conocimiento profundo acerca de la enzima en cuestiGn en cuanto a su
secuencia y estructura tridimensional, ademés de contar de preferencia con
protocolos bien establecidos para el aislamiento del gen, para la expresion de a

pr ina y por supuesto un eficiente de bisqueda y seleccidn de mutantes.
Se han reportado éxitos en la estabilizaciOn de por T
métodos™'5'-78, Las estrategias van desde ince hidrof idad de la
proteina sustituyendo aminolcidos en la superficie de |a a, hasta

puntuales en donde se generan incluso nuevos puentes disulfuro o bien,
dificaci en los d i de interaccién de las subunidades para evitar

inactivacion por disgregacion.
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2.4.2 MODIFICACIONES QUIMICAS

Existen reportes en la literatura en los que se reportan modificaciones
quimicas a diversos tipos de enzimas con objetivos diversos, entre los que
o an el cambi la actividad de la enzima hacia reacciones de interés,
estabilizacion térmica, o bien, simplemente el buscar la posibilidad de nuevas
actividades que puedan ser de utilidad para la industria o la investigacién.'®

€s necesario entender que las enzimas son entes quimicos, susceptibles de
modificacion. Dentro de la estructura del polipéptido existen grupos funcionales
que pueden ser modificados. En general, se trata de las cadenas laterales de
ig de los inoscidos que conforman el polipéptido, incluyendo grupos
amino y grupos carboxilo libres, asi como grupos hidroxilo.

El caso de las glicoproteinas es especial, ya que presentan cadenas laterales
de carbohidratos covalentemente unidas a la cadena polipeptidica, lo que hace que
la gama de reacciones que se pueden llevar a cabo sea mayor. Es decir, se pueden
hacer reaccionar estas cadenas y asf lograr derivatizacicnes sin hacer intervenir a la

. ] dica, dismir do el riesgo de inactivacion de la enzima.

< Laanddd 2 o 4

La gama de reacciones que se pueden llevar a cabo estén limitadas, ademas
de la naturaleza de los grupos funcionales, por las condiciones a las que es posible
someter a la enzima sin que é&sta pierda su actividad de manera definitiva, como
son pH extremos y altas temperaturas e incluso, la susceptibilidad a reactivos
nacesarios para llevar a cabo ias reacclones e detivaticacion. A menudo, dentro de
los protocolos de derivatizacion, se incluye ia adicién del sustrato natural de la
enzima o bien, de algiun inhibidor competitivo con el propdsito de proteger los
residuos de amino&cidos involucrados en la catélisis.

Otro aspecto importante que debe tomarse en cuenta, es la accesibilidad de
los reactivos hacia 1os grupos funcionales susceptibles de la proteina. En algunos
casos es o bl dificar K los grupos que se encuentran en
superficie de fa enzima, como en el caso de cambiar (3 hidrofilicidad de 1a proteina.?

1
i
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En otros se trata de un reaccidn quimica dirigida para hacer reaccionar
grupos seleccionados de 1a enzima que se encuentran en el interior de la enzima, o
incluso cerca del sitio de catédlisis. En estos casos se pueden llevar a cabo reacciones
previas de proteccién, o bien, reacciones de activaciéon de grupos funcionales.*

Se han realizado numerosas revisiones en donde se describen los diferentes
métodos de modificacion quimica de enzimas, >**2° asf como los Mmecanismos que
intervienen en la estabilizacién de la estructura activa de las enzimas. En la Tabla 1t
se enlistan fos tipos de modificaciones quimicas mas frecuentes que se han
utilizado para estabilizar enzimas®®.

Tabla 11.- PRINCIPALES TECNICAS DE MODIFICACION QUIMICA DE
ENZIMAS.

INMOVILI CION C ALEN N MULTIPLES SITI1OS
INMOVILIZACION DINAMICA ( Co-precipitacion de la enzima con polimeros
biolégicos sobre una membrana).

USO DE SUSTANCIAS BIFUNCIONALES:

Diimidoésteres.
fes.

Ditioles.
Acidos dicarboxfllicos activados con Carbodiimidas.
Diaminas con la protefna activada con Carbodilimidas.

Diisocianatos.
Dihidrazidas.

MODIFICADORES DE GRUPOS FUNCIONALES:
Glioxidaciéon de grupos amino.
Acetilacion ge grupos amino.
Guanidinacién de grupos amino.
* Succinilacién de grupos amino.
Acetimidacién de lisinas.

HIDROFILIZACION DE GRUPOS SUPERFICIALES.

ACOPLAMIENTOS:

Con PEG Con carbohidratos.
S




GENERALIDADES 2s

Segiin O'Fagsin y colaboradores (1988)'*, los mayores logros en fa
termoestabilidad se han dado principalmente utilizando estrategias que
] fucran acopl 1tos con polimeros de alto peso molecular y mediante la

utilizacion de protocolos de entrecruzamiento inter ¢ intramolecular.

Los tipos de modificaciones varian de acuerdo con el tipo de enzima y al
objetivo del trabajo en cuestion. En concreto, los tipos de modificaciones que se
pueden lievar a cabo sobre una enzima con el objeto de lograr Que ésta adquiera
termoestabilidad, incluyen la inmovilizacion de las enzimas en soportes a los que la
enzima se une covalentemente, las modificaciones en el medio de reaccién como la
concentracion de algunos iones y la presencia de elevadas concentraciones de
sustrato, también se incluyen a las reacciones de acoplamiento de la enzima con
poll u o"goadrldos (como las dextranas)**** o bien, con otro tipo de

holes™ como el polietilenglicoi** 2y el polivinil akkohol. En este ditimo caso,
pfevl‘ activacion de sus grupos hidroxilo via oxidacién, para unirse de manera
covalente a grupos amino disponibles de la enzima y formar asi una base de Schiff.
La molécula que se obtiene muestra una mayor resistencia a la desactivacion

térmica®s 252,

Otro tipo de estrategia mediante la cual se ha obtenido cierto éxito, es ia
utilizacién de “agentes bifuncionales™’ como los diimidoésteres (que reaccionan
con grupos amino), ditioles (que actian sobre grupos -SH), &cidos dicarboxilicos
activados con carbodiimidas>® diaminas (que reaccionan con la enzima

previamente activada con sarbodiimidazy o bien, diisocianatos.?

QOira estrategia en este sentido es ia posibiiided Que ofrecen las
glicoproteinas (protelnas que en su estructura cuentan con cadenas de
carbohidratos unidas a la cadena de aminodcidos). Estas cadenas de carbohidratos
pueden reaccionar con periodato, de modo que rinden en grupos aldehido que

) ser dificados p ior utilizando agentes bifuncionales como las
dlhldnzkhs 1 efb:tuor un entrecr i entre unidad de enzimas
oligoméricas o bien , entrecruzamiento intramolecular que lleve a una rigidizacion
de la estructura y la “proteja” contra la denaturalizacion térmica. ™
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La estabilizacion por estos procesos esté dada por el entrecruzamiento que
causa la presencia de estos compuestos en la forma activa de la proteina, o que
previene la desnaturalizacién térmica de la misma. También en este caso son
muchas las variantes pues se incluye a fos reactivos, tiempos de reaccién y las
temperaturas y dependen de la disponibilidad de grupos reactivos que posea la
protefna a modificar®.
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1. MATERIALES Y METODOS
PRODUCCION Y PURIFICACION DE (A DEXTRANSACARASA

3.9
teroides NRRL B-sv2F,

Leuc

3.9.9 CONDICIONES DE LA FERMENTACION

La cepa de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-s12aF, se mantiene en
glicerol al 25% v/va o°C.

Para activar el microorganismo e iniciar la fermentacidn, 4 mL de glicerol
que contiene células viables de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-351a2F se
traspasan a un matraz erlenmeyer de 250 ML que contiene 5O ML de medio de
cultivo estéril y se coloca a 30°C, a2corpm durante 12 horas. Transcurrido ese
tiempo, los so mL de medio se transfieren a un matraz fernbach que contiene ¢so
ml de medio estéril. Este matraz se coloca de NuUevo 8 30°C, aocorpm.

MEDIO DE CULTIVO:
Tabla 111.- Compasicién del medio de cultivo pars el crecimiento de
Lteuconostoc mesenteroides NRRL B-s1aF . )

/L

S

20

310

30

MGSO,°7H,0 "o.2
Cacl,*2H.0O ©.0%
"Nacy .01
MRSO*H, 0 ©.0v
FeSO,*7H,0 ©0.01

Icide Ortoros réico © en, roxigo e potasio.

Ajustar pH a 4.9 utilizando

DE
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3.9.2 PURIFICACION

Durante e desarrolio del proyecto, el proceso de purificacién de la
dextransacarasa de Leuc toc nteroid NRRL B-312F se fue
modificando introd d as derivadas de la experiencia generada. A

continuacion, se describen cuatro procesos en orden cronolégico de desarrollo.

Los pasos elementales de purificaciOn y las “mejoras® al proceso de
purificacién a partir del sobrenadante de la fermentacién, quedan llustrados de la

siguiente manera:

]
- Ajuster ¢ pH & 5.2 y separar céiulas por centrifugacion.
a.- Ultrafiitrar a traveés de fibras huecas con un peso Mmolecular de corte de 100,000
(la enzima tiene un peso molecular de 170,000).

n
1.- Ajustar el pH & 5.2 y separar células por centrifugacion.
2.- Agregar DEXTRANASA de |a marca AMANO hasta v U/mL vy
permitir la accion de la enzima durante 24 h. 8 4 °C.
- Ultrafiltrar a través de fibras huecas con un peso molecular de corte de 100,000
(la enzima tiene un peso molecular de 170,000).

n
1.- Ajustar el pH a 5.2 y separar c8ulas por centrifugacion.
2.- Agregar DEXTRANASA (Sigma) hasta v+ U/mL y permitir la accién
de la enzima durante a4 h. 8 ¢ °C.
- Ultrafiitrar a través de fibras huecas con un peso molecular de corte de 100,000
(a enzima tiene un peso molecular de 17o,ooo)

4.- Concentrar hasta un peq
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wv
1.~ Ajustar el pH a 5.2 y separar células por centrifugacion.
a.- Agregar DEXTRANASA (extracto crudo) hasta v+ U/mL y permitir la
acciéon de la enzima durante a4 h. a 4 °C.
- Ultrafiitrar a través de fibras con un corte en 100,000.
4.- Agregar DEXTRANASA de alta pureza hasta 1 U/mL y permitir la
accién de 1a enzima durante 24 h. 8 ¢ °C.
s.- Ultrafiltrar a través de fibras con un <otte en 100,000.
é.- Concentrar hasta un ]
7.~ Liofilizar y resuspender.

peq

En la seccion de Resultados y Discusion, se podr$ observar c6mo los
diferentes protocolos de purificacion resultan en extractos enzimdéticos con
diferentes caracteristicas, principaimente en el contenido de dextrana y en la
proporcién de carbohidratos asociados a la proteina.

3.2 TECNICAS ANALITICAS.

3.2.9 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

ta unidad de actividad de la dextransacarasa de (euvconostoc
mesenteroides NRRL B-s1aF se define como las micromoles de fructosa
liberadas por minuto, y se reporta en unidades volumétricas (para los diferentes
extractos), o bien, referida a los miligramos de proteina para expresar la actividad
especifica.

* La cantidad de fructosa se mide utilizando la técnka del &cido
dinitrosalicilico (DNS), reportada por Summer®. Ef fundamento de esta té&nica es
1a reaccion cuantitativa de la fructosa con el DNS que di lugar a un compuesto
colorido que se determina espectrofotométricamente a 540 nm.
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LOs pasos generales para la determinacién son:

1.- Tomar una alicuota del extracto enzimitico al cual se le va medir actividad y
diluirla con amortiguador de acetatos 0.05M a pH =5.2 hasta 10 mL. La cantidad
de extracto y de amortiguador dependen de la actividad esperads. incubar a
30°C

2.- Agregar a mt de una solucion al 609 de sacarasa en amortiguador de acetatos
©.05M a pH=5.2 para inciar la reaccién, asegurandose de lograr un buen

mezclado.
3.- Tomar alicuotas de 0.s miL de la reaccitn a intervaios de tiempo determinados

y traspasar a tubos de ensayo que contienen 0.5 mL de DNS. (El pH del DNS es
suficiente para inactivar a la enzima instantadneamente).

4.- Los tubos de ensayo conteniendo las diferentes muestras y el DNS son
traspasados a un bafio Maria en ebullicién y dejdndose incubar durante s
minutos, con el objeto de que la reaccién entre la fructosa liberada de la
reaccion enzimdética y el DNS se lleve a cabo.

5.~ Enfriar los tubos inmediatamente en un bano de hielo y agua.

6.~ Agregar 5 miL de agua destilada a cada tubo.

7-- Leer absorbancia a sq0 nm.

La actividad es cakculada a partir de la pendiente que se abtiene del andlisis
de regresion lineal de estos datos, utilizando una curva patrén de un esténdar de
fructosa para convertir la absorbancia a micromoles de fructosa liberadas.

3.2.2 DETERMINACION DE PROTEINA (LOWRY)

€l método de Lowry” para la determinacién de proteina, se basa en la
formacién del complejo colorido entre el ion de cobre |1 y los nitrégenos de los
enlaces peptidicos. Este complejo se cuantifica espectrofotométricamente a una

longitud de s9o nm.




MATERIALES ¥ METODOS 31t

Los pasos generales para la cuantificacion de proteina son:

1.~ Tomar una alicuota de la muestra que se quiere determinar y se lleva & 1 mL
con agua destilada.

2.~ Agregar 5 mL de la solucion E' y agitar.

3.- incubar durante tominutos.

4.~ Afladir o.5 mL del reactivo de Folin, (diluido 1:1 con agua) y agitar.

s.- Incubar durante 3omin.
6.- Leer la absorbancia a spo nm utilizando como blanco una mezcia de todos los

reactivos con 1 mL de agua destilada.

* Esta solucitn se prepara de ia siguiente manera:
~ Na3,CO, al 29 en NaOH 0./N.

~ CUSO, al 0.59% en agua destilads.

.~ Tartrato de sodio y Potasio (KNaC H,Op) 81 19 en agua destilada.
:~vmL de B + 1 ML de € aforados @ 100 ML con AL

La concentracion de proteina se obtiene comparando la absorbancia de la

muestra con una curva patrén de albdmina, tomando en cuenta la dilucién de ta

muestra en el paso 1.

3-2.3 CARBOHIDRATOS TOTALES (ANTRONA)

E! método empleado para determinar carbohidratos totales se basa en la
reaccion entre ia antrona y los monosacéridos para dar un compuesto colorido
qQue se puede cuantificar espectrofotométricamente a 630 nm. Ef reactivo es una

solucién de antrona 0.29% en &ido sulfdrico. El papel de este ulitimo es el de
] dridos para que los monosacdridos que los

hidrotizar t ] te los p
constituyen puedan reaccionar y ser cuantificados.

Los pasos generales para la determinaciéon de carbohidratos totales son:
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- Tomar una alicuota de la muestra problema y llevarla a + mL con agua
destilada. Colocar tos tubos en un bafio de hielo y agua.

~ Afiadir 2 mL del reactivo de Antrona.
3.~ Tapar los tubos y mezclar.
«.- Incubar los tubos en un bafo de agua a 80°C durante 1gmin.

.~ Enfriar nuevamente los tubos en un baflo de hielo y agua durante smin.
6.- Mexclar.

- Leer la absorbancia & 630 nm.

La concentracién de carbohidratos totales se obtiene comparando ia

absorbancia de Ia muestra con una curva patron de dextrana, tomando en cuenta

la ditucién de la muestra.

3.-2.4 ESTUDIO DE SENSIBILIDAD DE LA DEXTRANSACARASA A
DIVERSOS COMPUESTOS QUIMICOS ’

Durante la modificacion quimica, es necesario er a la dext asR

de Leuconostoc mesenteroldes NRRL. B-5+aF a la acci6n de agentes

fmicos que pueden por si solos ser nocivos para la integridad de la estructura o

Nen atacar los sitios de catélisis, traduciéndose en una pérdida de |a actividad. Es

necesario entonces, caracterizar a la enzima en términos de su “resistencia® a ia
accion de los agentes quimicos involucrados en las reacciones de modificacion:

3.2.4.9 SENSIBILIDAD DE LA DEXTRANSACARASA A LA ACCION
DE LA CARBODIIMIDA

Existen diferentes carbodiimidas disponibles comercialimente. En este
trabajo se utilizé la 1-etil-3-[3-(dimetilamino)propillcarbodiimida (EDC), de
SIGMA, por ser soluble en agua. Las carbodiimidas reaccionan con los grupos
carboxilo de modo que quedan “activados” para reaccionar con grupos amino
cercanos. Debido a que los mec pr para las dextransacarasas
involucran grupos carboxilos como responubles de ta catdlisis, es necesario hacer
este estudio. En la Tabla 1V, se describe el procedimiento utilizado en esta prueba.
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Tabla 1 V.-Esquema del estudio peri f reali
de la EDC carbodiimida en la ac
({ des NRRL B-saf.

determinar e

efecto
dextransacarasa de Le

o ra
tividad de la

onceniracion nl de ut de ul de dxs. | ul de o.sM VoTamen
molar de EDC amortigua- S&carosa s U/mL de EOC Total (mi)
dor 60%
P —— e N e —e—n p——
[ 900 100 Yaco [ 2
0.0 1 ) TG0 7000 -y 2
.02 L = 60 7660 | 3
.63 780 160 1000 730 2
©.08 740 100 1000 - 2
0.08 700 100 000 200 FY
SECEFOSE W con agar < i que p! estar
on ia

LOs pasos generates de 13 prueba se describen a continuacion.

1.- Agregar los reactivos en el orden y cantidades como se indica la Tabla Iv.
a.- Dejar incubar 30 minutos en un bafio de hicloy agua. -

3.- Afladir 8 mL de amortiguador helado para detener |a reaccidn por dilucion.

d en boisas con un corte de 12,000 14,000 kDa

- 1 2 4°Ci

contra 1 L de amortiguador, 4 recambios de 1 hora cada uno.
5.~ Medir actividad enzimdética.
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3.2.4.2 SENSIBILIDAD DE LA DEXTRANSACARASA A LA
OXIDACION CON PERIODATO DE SODIO

El periodato de sodio es un agente oxidante que en condicones controladas
puede dar lugar a reacciones “especificas”™. En el caso de la oxidacion de
carbohidratos, este reactivo puede generar grupos atdehidos que pueden
aprovecharse para nuevas reacciones. £l esquema de la prueba de sensibilidad se
resume en fa Tabla v.

Tabla V.- Esquema de! estudio experimental realizado para
determinar ef efecto del periodato de sodio en la actividad de la
dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F

Toncentracidn uL de nul de DXS wl de 0.2M Volumen
molar de NalO, amortigua au/miL de NalO, Total (mL)
dor
3 1000 000 3 Y
.00 “900 1000 700 EY
0.02 | 3 ~1000 300 EY
.03 700 1000 300 EY
.08 &S0 1000 400 z
O Bentransacarassy

Los pasos generales para la realizacion de la prueba se describen a
continuacion: .

1.- Agregar los reactivos en el orden y cantidades indicadas en {a Tabla v.

2.~ tncubar durante 24 horas en la obscuridad a 4 °C.

3.- Agregar o.s mL de bisulfito de sodio 0.4 M con el fin de terminar la reaccién
con periodato.

.- Dialilzar a ¢ °C contra 1 L de amortiguador en bolsas con un corte de 12,000
14,000, 4 recambios de 1 hora cada uno..

s.- Medir actividad enzimética.
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CH,-OH
Q

CH;
$Ha2

N.l04

Figura 4.- Esquema de la reacciSn entre la dextrana y el periodato de
sodio.

DETERMINACION DE ESTABILIDAD TERMICA DE LA ENZIMA

Para caracterizar a la enzima en tér de su bilidad térmica, se
disefaron a tipos de experimentos. El primero consiste en una prueba preliminar
répida de la que se puede concluif si una derivatizacion es o no exitosa sin

dad de ¢ po y Con base en este resuitado preliminar, se

realiza la segunda pruebs, mas rigurosa.

3-3
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3-3.1 PRUESA DE ACTIVIDAD RESIDUAL

Con la experiencia generada al caracterizar a la dextransacarasa de
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-s1aF, se sabe que ia enzima pierde
gran parte de su actividad al incubaria durante § minutos a 4o0°C, dejando
actividad “suficiente” para realizar la determinacion de la actividad por DNS. AsJ,
los derivados, supt més bles, deberén retener mdés actividad adn. Se
tiene entonces una prueba rdpida que nos da una idea de la estabilidad.

Los p que se sig on para estas determinaciones son:

1.- Incubar s mL de ta muestra y del blanco (1 U/mML) en un bafio a 40 °C durante

minutos.
a.- Tomar 2 mL de cada muestra al tiempo cero, otros 2 mi a los § minutos y
traspasarios a tubos en un bafio a 30 °C que contienen 4 mL de amortiguador.

3~ Medir la actividad enzimditica residual.
3.3.2 CURVA DE DESACTIVACION A 40 °C

Este experimento se realiza con el fin de determinar de manera precisa el
tiempo de vida media (t,)). Que es el tiempo en el Que la enzima pierde la mitad
de su actividad a una temperatura dada. Con este parémetro, podemos comparar
bilidad de los derivados y compararia con la de la enzima

cuantitat fa
sin derivatizar.

Losp que se sig On para esta determinacion son:

1.- Incubar 10 mL de la muestra y de! blanco (» U/mL) en un bafio de agua a 40°C.

2.- Tomar alicuotas de 2 mL a diferentes tiempos y pasarias a tubos que contienen
1 mL de amortiguador en un bafio de agua a 30°C.

3.~ Medir la actividad enzimdética residuat.

4.- Cakutar el t,, a partir del modelo de desactivacion de 1 orden:
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A=Aje™t

A=lo ’ L(2)
Cuando 2 se obtiene que tva = ®_
Donde:
A= Actividad residual. Cy/2=Tiempo de vids media

Ao- Actividad inicial.

k= Constante de desactivacion.
L= Tiempo.

3-4 MODIFICACIONES QUIMICAS

A continuacion se describen diversas estrategias de derivatizacion que se
implementaron para la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides
NRRL B-si2F.

3.4.1 ENTRECRUZAMIENTO CON CARBODIIMIDAS

Como ya se menciont en los antecedentes, las carbodiimidas en general y
en especial la  1-etil-3-[3-(dimetilamino)propil)carbodiimida (EDC) han sido
utilizadas para la generacién de agregados de proteinas’?, o bien, como agentes
quimicos de modificacion®®.

3.4.1.9 FUNDAMENTO

El fundamento quimico de esta modificacion es la activacion de grupos
carboxilo “libres” en ia proteina, lo que los hace muy reactivos contra cualquier
grupo amino, ya sea del mismo o de otro polipéptido, logrando asf
entrecruzamientos intra o intermol lares respectivar €l tamafio
refativamente pequefio del reactivo permite activar pricticamente todos jos
grupos carboxilo de la proteina y hacerlos disponibles para la reaccién con los

i sin la necesidad de hacer intervenir catalizadores ni estabilizadores.
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Como se ilustra en Figura s, la reaccién solo requiere de la adicién de la
carbodiimida para lievarse a cabo y no afiade $tomos a |8 estructura molecular.

ED + i
T
— EoH )

Figura s.-Esquema de reaccidn de entrecruzamiento de protem;s
utmzando carbodiimidas.

3.4.7.2 PROTOCOLO

Tomando como base las condiciones reportadas en la bibliografia por Grabarek
y Gergely® y por Kasumi et.al.?* se desarrollé el siguiente protocolo de derivatizacién
para la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-s12F.

Los pasos generales pars la derivatizacion son:
1. Mezclar soo ul de extracto enzimdético, con 300 ul. de sacarosa al 60% en tubos

de ensayo en un bafio de hielo y agua.

Agregar 200u! de la solucion stock de EDC (0.SM).
Incubar 30 minutos en el hielo.
. Ahadir 9 mL de amortiguador helado.
Dializar contra 1 L de amortiguador a 4°C en bolsas con un corte de 12,000
14,000 kDa, 4 recambios de 1 hora cada uno.

6. Medir actividad enzimética.
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ENTRECRUZAMIENTO CON ACIDO ADIPICO DIHIDRAZIDA

3.4.2
Kob hi** o rd que {a dextransacarasa de (euconostoc
B-512F se encuentra unida covalentemente a fa

mesenteroides NRRKRL
dextrana que produce, ademds, encontrd carbohidratos que son insensibles af

tratamiento con endodextranasas y que se mantienen unidas a la proteina, de
modo que 1a enzima es una glicoproteina que contiene 17.49 de carbohidratas en
su estructura. Por otro lado Robyt y walseth?’ encontraron que las bandas de esta
enzima en geles de poliacrilamida, se tifien tambien con técnikas pars detectar
cardohidratos, demostraron que elcarbohidrato presente en mayor proporcién es
manosa mediante una hidralisis Scida y posterior cromatograffa en papel de »
enzima purificads y confirmaron el caracter manoglicoproteico de la enzima al

demostrar que la Concavatina A elimina totalimente la actividad.

Siendo ia dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-
s1aF una glicoproteina®,®, es posible entrecruzaria utifizando &cido adfpico

dihidrazida (AAD), previa oxidacion con periodato de sodio.

3.4.2.1 FUNDAMENTO

£l fundamento de este protocolo se ilustra en la Figura 6 y como se puede
apreciar, se lleva a cabo en dos pasos. El primero, consiste en una etapa de
"activacion®, en el que las cadenas laterales de carbohidratos de la proteina se
someten a la oxidacién con periodato de sodio, de tal manera que se producen
carboniios que son susceptibles, en el siguiente paso, de llevar a cabo la reaccion de
“entrecruzamienio®, iedistite lo unidn con fos grupos dithdrazida. La técnica ha
sido reportada con anterioridad en la literatura para e entrecruzamiento de varlas
glicoproteinas.’® 3. 3% incjusive, es posible aprovechar las cadenas laterales de las

glicoproteinas para inmovilizarias*®,

NO se descarta ia posibilidad de que la dextrana endégena, aguells que no
da unirc k 1te a las cad

1to Qque podria estabilizar a la

fué removida en la purificacion, se p
taterales de {a enzima log do asf un {4

enzimas.
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L _ 3
NalO,

CeO

H3N-NH ~CO~(CH3),-CO~NH -NH;
ACIDO ADIPICO DINIDRAZIDA

C=O

Figura 6.- Esquema del! entrecruzamiento intermolecular de proteinas
via las cadenas laterales ded f'.a.rdbohl_c:‘ratos utilizando &cido adipico
razida.

3.4.2.2 PROTOCOLO

Durante el desarrolio del proyecto, las condiciones de la derivatizacion de ta
dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F se
perfecciond de manera que, como se describe en la seccion de Resultados y
Discusion, con cada “mejora” al proceso, se logré obtener un derivado mas estable,
ademdés de resolver problemas asocisdos a la baja concentracion en la que se
obtuvo el derivado como consecuencia de la dilucién de la actividad.
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v DERIVATIZACION DEL CONCENTRADO CON 0.2 M DE ACIDO
ADIPICO DIHIDRAZIDA

1.- Oxidar en frio y en b obscuridad s miL de extracto enzimdtiko 2.5 U/mL con
.01 M de periodato de sodio durante a4 horas.
~ Después de transcurridas las a4 horas, se agregan 2. mlL. de una solucién de
bisutfito de sodio 0.4 M. (de este modo el bisulfito queda en exceso contra el
periodato en la reaccion).
- Dializar toda ia noche en frio contra amortiguador en bolsas con un corte de

12,000 & 14,000.
4.- Agregar 2.5 miL de solucion de AAD 1.0 M (para lograr 0.2 M) e incubar por ¢
horas peratura biente.

.~ Dializar en frio contra amortiguador durante toda ia noche en bolsas con un

corte de 12,000 & 14,000.
6.~ A este derivado se le denomina DXSAAD-1.

v DERIVATIZACION EN "SECO” CON ACIDO ADIPICO
DIHIDRAZIDA O.2a M.

Se denomina “en seco” ya que los reactivos se agregan en polvo y no en
soliucion, con el objeto de no diluir ta aztividad enzimitica.

- Utilizando como base 20 ML de extracto enzimético.
2.- Oxidar con 0.0428g de periodato (0.01 M) por 34 h aq°Cy en la obscuridad.
- Parar ia reaccion con 0.2521g de sulfito (0.1 M). ( ] ente a 4 °C
contra amortiguador en bolsas con un corte de 12,000 3 14,000.
4.- Agregar 0.69689g de AAD (0.2 M) dejando reaccionar 6 horas a 4 °C.
- Dializar vs. amortiguador pH= 5.2 en bolsas con un corte de 12,000 a 14,000.
6.~ A este derivado se le denomina DXSAAD-2.
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3.4.3 ACOPLAMIENTO CON DEXTRANA

La simple adiki6n de dextrana u otros polimeros a una solucion de ta
dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides NRRL .-siaF es suficiente
para lograr una relativa estabilizacion*>*'. E ok ph en la
literatura en los que la estabilizacién térmica es lograda por medio de
acoplamiento via enlace covalente entre polimeros de alto peso molecutar y las
enzimast® 4% 4+,

3.4.3.% FUNDAMENTO

€l acoplamiento se logra por medio de una reaccion de aiquilacion reductiva
entre los grupos carboniio, generados en la oxidacion de las manosas u otros
azicares laterales de 1a dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides
NRRL B-512F, con los grupos amino, introducidos en la dextrana de alto peso
molecular por medio de una oxidacion con periodato de sodio, similar a la descrita
anteriormente, y una alquilacién reductiva utilizando etitlend . El pr se
ilustra en la Figura 7.
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CHOH

c;@&

NasiycN Ju,N-m.NE

CHOM

Figura 7.- Esquema de la derivatizacion y acoplamiento de fa
dextransacarasa con dextrana de alto peso molecular.
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3.4.3.2 PROTOCOLO

Para evitar pérdida de actividad debida & los camb de pH asf como la
naturaleza de las reacciones involucradas en la derivatizacion, se desarrolls el
siguiente protocoio de derivatizacion y acoplamiento.

1.-AMINACION DE LA DEXTRANA DE ALTO PESO MOLECULAR.
2DOXIDACION CON PERIODATO PARA GENERAR GRUPOS CARBONILO.

1.- A una solucién de dextrana s0 mg/mL (PHARMACIA) con un alto peso
molecular (2,000,000), agregar periodato de sodio hasta una concentracion de
©.3M.

2.- Agitar en la obscuridad durante 3 horas a temperatura ambiente.

3.~ Dializar contra agua destilada en bolisas con un corte en 13,000 & 14,000 (4

recambios de 1 L cada uno).
DIALQUILACION REDUCTIVA UTILIZAND O ETILENDIAMINA.

1.- Pesar 0.1a5 g de clanoborohidruro de sodio.

3.- Aftadir 20 mL de la solucion de dextrana oxidada.

3.~ Afladir 0.3 mL de etilendiamina de modo que se tenga una concentracion final
de 0.1 M de clanoborochidruro y 0.2 M de etilendiamina.

4.- Dializar contra agua destilada toda la noche.

s.- Dializar contra amortiguador pH=s.2

H.-GENERACION DE GRUPOS CARBONILO EN LAS CADENAS
LATERALES DE AZUCAR EN LA DEXTRANSACARASA.

1.- Utilizando como base 20 mL de soluion de enzima (tmg/mL de proteina).

2.- Oxidar con 0.0428 g de periodato (0.07 M) por 24 h 3 4 *°C y en la obscuridad.
3.- Parar la reacci6n con 0.2521 g de sufito (0.1 M). Dial L dia e aq°C.
4.- Dializar vs. amortiguador pH= 5.2
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11.-ACOPLAMIENTO.

1.~ A 0.0628 g de clanoborohidruro de sodio:
a.- Agregar s mi de la solucién de dextrana aminada (as mg/miL).

3~ Agregar s mL de la solucién de enzima oxidada. (tmg/mL).
4.- Dejar la reaccibn 24 horas a 4 °C. agitando.
5.~ Agregar 0.9 g de fructosa (0.5 M.) y dejar la reaccidn por otras ae

horas a ¢ °C.
6.~ Dializar contra amortiguador pH=5.2.

Para poder aseqgurar la interaccidn entre los aminos de la dextrana aminada
y los carbonilos de fos es dados de ia er €5 necesario contar con un
extracto enzimético que tengas la menor cantidad posible de dextrana (dextrana
endogena), para evitar reacciones entre la dextrana aminada (ex6gena) y los
carbonilos que se generarian en la dextrana endégena durante la oxidacién con
periodato de sodio.

La adicion de fructosa en el acoplamiento, asegura que todos los grupos
amino de la dextrana exdgena reaccionen, evitando de este manera interferencias
durante la caracterizacion cinética del derivado, ya que estos grupos amino son
capaces de reaccionar con Ia fructosa que se libera en la reaccion enzimética.

3.5 TECNICAS DE ANALISIS DE AZUCARES ¥ OLIGOSACARIDOS

A continuacién se presentan 1as condicicnes de reaccidSn y ia metodologie
empleada para la caracterizacién cinética de la dextransacarasa de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F y sus derivados.
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3.5.9 PERFIL DE OLIGOSACARIDOS
Como ya se menciond en los antecedentes, la dextransacarasa es capaz de

producir oligosacéridos utilizando diferentes azicares como aceptores. La maitosa
es considerada <como un aceptor fuerte, es deck, capaz de desviar

significat te ta sk de dextrana hacia la formacion de oligosacsridos. Es
posible comparar la especificidad, en términos del perfil de oligosackridos (tipo y
cantidad) que, en condic ilares, prod v los diferentes derivados con ia
enzima sin derivatizar.

v IEACCION DE FORMACION DE OLIGOSACARIDOS UTILIZANDO
MALTOSA COMO ACEPTOR

Para poder < parar la especificidad de los derivados con la enzima sin
derivatizar es necesario fijar las condiciones de reaccién en cuantro » la cantidad y
proporcion de sacarosa/maltosa, la actividad volumétrica, el pH y la temperatura.

En este diolasr de P se llevaron a cabo en las siguientes
condiciones:

Concentracién de substratos:
Sacarosa 300 g/t
Maltosa 10091

Concentracion de enzima o del
derivado: 1 U/mtL
Temperatura: 30°C. pH: 5.2,

v DETERMINACION DEL PERFIL DE OLIGOSACARIDOS POR HPLC.

€l andlisis de los oligosacéridos se llevs a cabo mediante una cromatografla
de fase reversa o inversa, en la que la fase movil (agua) es mucho mas polar que la
fase estacionaria, de modo que los difer P {uyen de acuerdo a su
polaridad, eluyendo primero los mas polares.
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Los paradmetros y condiciones para la determinacién del perfil de
oligosaclridos son las siguientes:

COLUMNA: MmBONDAPAK™C,,.
FASE MOVIL : AGUA.
FLUJO: o.7 mi/min.
DETECTOR indice de refraccion.
Sensibilidad ée:
volumen inyectado: ,g 4t (1:50)

3.5.2 DETERMINACION DE CARBOMHIDRATOS

Siguiendo con el estudio cinético, es necesaria la cuantificacion de los
carbohidratos que intervienen en la reaccién: la sacarosa como sustrato y la
fructosa y glucosa como productos de la transferencia y de la hidrlisis
respectivamente. En las reacciones de aceptor, es posible cuantificar maitosa. El
andlisis de estos resultados, nNos da una opcién mas para comparar las
especificidades de la enzima y sus derivados.

v CUANTIFICACION DE CARBOHIDRATOS POR HPLC.

ta cuantificacidn de los carbohidratos se llevd a cabo mediante una
cromatografia de fase reversa, en la que ks fase moévil rilo-agua) es <h
mas polar que la fase estacionaria, de modo que= los diferentes compuestos eluyen
de acuerdo a su polaridad, eluyendo primero los mas polares. Integrando los picos
de respuesta de cada esto y $ndolos con la curva patrén de una
mezcls realizadas en las mlsmas :ondklones se puede tener de manera cuantitativa
las cantidades de los diferentes compuestos.
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Los parémetros y las condiciones para fa cuantificacién de carbohidratos
mediante HPLC se describen a continuacion:

COLUMNA: mBONDAPAK™NM,.
FASE MOVIL : ACETONITRILO:AGUA. 8020
FLUJO: 1.4 mi/min.
DETECTOR Indice de refraccion.
sensibilidad: 6.
Volumen inyectado: 1o 4L (1:50)

3.5.3 PESO MOLECULAR DE LAS DEXTRANAS PRODUCIDAS

Otro paré 0 pars ‘, {a especificidad de la enzima y sus derivados

es ef peso molecular de las dextranas producidas en una reaccion con sacaroia. Una
diferencia en el tamafio promedio de las dextranas producidas indicarfa una

posible alteracion de la catélisis debida probabi te & un impedi estérico.

En este estudio las reacciones de formacion de dextrana se llevaron & cabo
en las siguientes condiciones:

Concentracién de sustrato:
Sacarosa joog/t
Concentracién de enzima o del
derivado: 11U/mL
Temperatura : 30°C.
pH: s.2
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v ANALISIS DEL PESO MOLECULAR DE LAS DEXTRANAS
Para analizar e perfil de las dextranas producidas se llevo a cabo una

cromatografia de permeacion en gel en la que l0s compuestos son separsdos de
acuerdo a su peso molecutlar, de modo que los mas grandes eluyen antes que los

mas pequefios.
Los parémetros y las condiciones para ¢ andlisis ded peso molecular de las
dextranas producidas por ia dextransacarasa y sus derivados son:

COLUMNA: SEC q000.
FASE MOVIL : AGUA.
FLUJO: 1.0mijmin.
DETECTOR Indike de refraccion.
Sensibilidad: 64.
Volumen inyectado: g5yt

3.5.4 PESO MOLECULAR DE LAS PROTEINAS

Con ¢! objeto de determinar si ef entrecruzamiento logrado con e AAD es
intra o intermolecular, se hace pasar las muestras de la dextransacarasa y de sus
derivados con AAD por una columna de permeacion en gel. Esto permite observar
diferencias en ef patrbn de elcion de las proteinas de modo que. si se formm
agregados inter lares habrs formas de alto peso L que

antes que las formas QUE NO s€ ENtrecruTAron.
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v ANALISIS DEL PESO MOLECULAR DE LAS PROTEINAS

La determinacion se llevd a cabo en condiciones desnaturalizantes. En estas
condiciones, las interacciones no covalentes entre la dextrana y la proteina se
pierden, dejando en dencia ¢l peso lecutar “real” de las proteinas, ademdés de
aportar evidencia de una posible interaccion covalente entre la dextrana endégena
Y las cadenas laterales de ia dextransacarasa.

v CONDICIONES DESNATURALIZANTES (0O.59 DE SDS).

Muestras del extracto enzimitico y del derivado fueron hervidas por 1§

en pr ia de 0.5% de SDS y luego, inyectadas a ia columna utitizando
como fase movil agua con 0.5% de SDS.

COLUMNMNA: SEC q000.
FASE MOVIL : AGUA CON 0.5% SDS
FLUJO: r.omi/min.
DETECTOR U.WV.
LONGITUD DE ONDA: asonm.

Volumen inyectado: 541 (asug)

3.5.5 CONFIRMACION DE LA FORMACION DE DEXTRANA

Debido a que el derivado del acoplamiento con dextrana de alto peso
molecular presentS una atta liberacion de glucosa al medio de reaccién cuando se
hacla reaccionar con sacarosa, se disefié este experimento que busca eviderncias de
la formacion de dextrana. En este experimento, la adici5n de dextranasa debla

liberar i ¥ [-3, de la dextrana que se produjese en una reaccion del
derivado con sacarosa.
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Se siguieron varios puntos de la reaccién con sacarosa:

1.- Tomar 83 ul del tiempo O, 3, 6, Y 20 horas de la reaccién con sacarosa del
derivado y llevarios a v mL con amortiguador de fosfatos a pH de 6.

2.- Agregar a cada muestra dextranasa pura hasta 1U/mlL y dejar incubando a
38°C, durante 6 horas e inactivando después cada una hirviendo durante 1g

minutos.

3.~ Analizar las muestras en ef HPLC para observar st existe la formacién de
isomaltosa.

3.5.6 EFECTO DE LA DEXTRANA EXOGENA EN LA

ESPECIFICIDAD

Se ha reportado que la dextrana inicial adkionada (exégena) en las reaccidn
con sacarosa de la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-
s12F es capaz de modificar la especificidad en términos de (a cantidad de
transferencia que la enzima lieva a cabo.*°+*

CONDICIONES DE REACCION:
Concentracién de substiatos:
Sacarosa 10049/l
Dextrana*® 1004g/1
Concentracién de enzima o del
derivado: 1 U/mL
Temperatura : 30°C. pH: 5.2
Tiempo de reaccion: 24 horas.
*al po, @ reacciones que so0lo contenlian Sacarosa, de Mmanera que
um.;m de “blanco”.

Tri rido el tiempo de reaccion, se toman alkuotas y se analizan en e HPLC
para calkcular la refacion entre la hidrélisis y la transferencia en presencia y en
ausencia de dextrana exégena.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4. PRODUCCION Y PURIFICACION DE LA DEXTRANSACARASA DE
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F,

Para llevar » cabo las reacciones quimicas involucradas en la modificacion de
{a dextransacarasa es NEcesario contar con un extracto enzimitico con una akta
actividad especifica, una alta actividad volumétrica (unidades de vided por
unidad de volumen de extracto) y un bajo contenido de dextrana. La dextrana
puede interferir, como se detaliar® mas adet al describir cada una de las
modificeciones, con algunas de las reacciones quimicas. Tal es el caso de la
oxidacion y ef entrccuxumiemo con &ido &dipico dihidrazida, pudiendo en
algunos casos L todo ef reactivo y hacerio inaccesible para

dificar a las icul deh a

Como se menciont en b seccién de Materiales y Métodos, durante el
desarrolio del proyecto, € proceso de purificacidn de la dextransacarasa de
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-51aF se modificé paulatinamente de
manera que, como describe en la siguiente serie de tablas, se logré reducir (a

cantidad de dextrana pr b de la fer 6n, a la actividad
volumétrica y especifica def extracto final.
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Tabla Vi.- Purificacién de la dextransacarasa de (euconostoc
mesenteroides NRRL B-512F mediante los diferentes protocolos
descritos en Materiales y Métodos.
]
uestra 70|ul.nen x(u"vla';a rote! l:; Act. tAttt.' " 3
™ mg/m esp. o ec
(mi) W/ (mg/ P s'c"‘ u.
NIr&cto - 2 : o; S 6.1’ m:ﬂ
H
uestra v::lumen CTIvide: roteina IZ!. esp. Act. 3
mi Usmi ma/smi Usm total (U Rec
T e e
racto 150 2.2’7 m [ X X . ¢
uestra Volumen | Dextrana | Act.dunas. Dxna total 33
Lmiy Lmeg/miy t/mad) émgi Rem
O m Z- Xy 0.0 100
r&c : ‘2 13.‘ o.13 % 28.13
[1]] )
uestra Volumen lc!lvlaaa roteina n!. esp. ACt. '3
mi LU/m) ma/mi Us/m total iuz Rec
nte 1ODO gﬂ ’"3‘ ©.2% 1% Y 100
MLracto 2 2.2 O, Iz.gs 118.00 AR
uestra Volumen | Dextrana Act.dxna. Dxna total (33
[(L])] (ma/mi ‘u‘m!dz amlg Rem
ne -] 4 0. 10 ’ 8. 100
xtracto [ [ X-5) ©.23%% X 30.93
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€] extracto final iv de la tabla Vi tiene una menor actividad volumétrica y
también una menor relacion Actividad/Dextrana que el extracto final il en la
misma tabla. Esto se debe Gnicamente a que la actividad que se obtuvo en la
fermentacion es casi ef 509% menor. Nitese que el proceso de purificacitn no
[ bia, solo se afiade el paso de liofilizacion previa adicién de dextranasa para
concentrar y convertir el “Extracto” en “Liofilizado” con el fin de concentrar la

actividad volumétrica. (Ver Materiales y Métodos ).

La imp ia de pr 2 < itados es que jos diferentes extractos
sirvieron como materia prima para las distintas derivatizaciones quimicas.
Ademds, la ia ac lada con cada uno de los protocolos di6 lugar a

nuevas ideas p.u Ia purificacién. Por otro lado, la caracterizacion del extracto
enzirmdtico, que sirve como materia prima, es fundamental para el anélisis de los

resultados de la derivatizacion.

4.2 CARACTERIZACION DE LA DEXTRANSACARASA EN TERMINOS
DE SENSIBILIDAD A LOS REACTIVOS DE ACTIVACION

La activacion de ciertos grupos funcionales de las enzimas es un paso

obllgado previo a la derivatizacion. Se probaron a2 métodos de activacion para la
sa de Leuc [ { mesenteroides NRRL B-52F, como se

describe en M.terloles y Métodos. A continuacion se presentan los resultados

.. f
en pe

CARBODIIMIDA
€n 13 Figura 8 se llustra b sensibilidad de la dJdextransascarese de

Leuconostoc mesenteroides NRRL B-s1aF a la accibn de la EDC
carbodiimida. La utilizacién de EDC para maodificar quimicamente a a
nteroides NRRL B-s12F ya habla sido

dextransacarasa de L toc
reportada en la literatura.® En la referencia citada, el objetivo era modificar grupos

funcionales en el sitio activo de la enzima activando con EDC y afiadiendo un ester
de glicing, en su estudio, reportan la labilidad de la actividad y e} efecto protector

de la sacarosa.

4-2.9

i
i
:
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(1] ;#

. e.01 e.02 .03 e.04 e.08
[ EDC (M) ]

Figura 8.-Sensiblliidad de la dextransacarasa de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F a la EDC. Se probaron las diferentes
<oncentra<lones de E < el de incubacién
constante (30 <3 La reaccién se detlene por dlluudn 1%

distisis. I.a acuvlda residual se determind por

Es evidente de este resultado que la dextransacarasa de Lewconostoc
mesenteroides NRRL B-s512F resulta ser muy sensible a 1a accién de las
carbodiimidas. Esta labilidad puede deberse a Que en el sitio activo de esta enzima
existen uno o mis grupos carboxilo. Es muy factible que estos grupos sean
alcanzados y modificados por el EDC que es una molécula refativamente pequefia
adn en pr ia de la sacarosa, en consecuencia, la activacién de los grupos
urboullo con carbodiimidas no es una buena estrategia para modificar

i te esta er .

q
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4.2.2 . PERIODATO DE SODIO

Mediante una oxidacién con periodato de sodio es posible generar grupos
aldehido a partir de carbohidratos. Esta té&nica ha sido utilizada en el anglisis
estructural de carbohidratos*® asf como en la modificacion de dextranas®”.

EN nuestro caso, resulta interesante utilizar esta reaccién de oxidacion para,
en un caso, llevar a cabo un entrecruzamiento con acido adipico dihidrazida,
“activando” las cadenas laterales de manosa en la superficie de la dextransacarasa, y
en otro caso, acoplar a la enzima con dextrana, para generar grupos dialdehido en
ésta.

Ensay prelimi es de oxidacibn fueron realizados con una
dextransacarasa purificada, con anterioridad a este trabajo, con el método de
precipitacion con polietilenglicol, descrito brevemente en las Generalidades. El
extracto no mostré sensibilidad a concentraciones de periodato ain a o.5M, ya
que la concentracion de dextrana es tan alta que consume todo el periodato sin
dejar que éste afecte la actividad enzimdtica. De este modo, no puede asegurarse
que el periodato haya reaccionado con las cadenas laterales de manosa. Asl pues,
fue necesario fa implementacion de protocolos de purificacién que tuvieran por
objeto contar con extractos enziméticos con una bajo contenido de dextrana.

Contando con extractos enzimdticos con un bajo contenido de dextrana
mediante la adicién de dextranasa segin se describe en el protocolo de
purificacién, 1a accién del periodato de sodic pucde ser “medida” en cuanto a su
capacidad de inactivar a la enzima. De esta forma, se considera que la oxidacién de
fas cadenas laterales de manosa de la dextransacarasa solo puede darse en la
medida que se tiene el suficiente reactivo para que ademds de afectar a estas
cadenas, se afecte también la actividad de la enzima.

En la Tabia Vil se presentan los resultados obtenidos en los ensayos de
oxidacion de tres experimentos independientes, utilizando el mismo extracto

stico ido con el protocoilo de purificacion “1°. En seguida, en la Figura
9, se grafica el promedio de esos datos y la desviacién estdndar para cada punto.
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Tabla Vil- SENSIBILIDAD DE LA DEXTRANSACARASA DE
LEUCONOSTOC MESENTEROIDES NRRL B-s5v2F AL PERIODATO DE
SODIO. (Datos de tres experimentos independientes)

NalOe O3 5 AL, 8¢ A<t. BT A<,
[ —————— A p—
3 " 00 100 =)
X 5948 So0.87 ST I——
©.03 328.93 20.82 3756
6.03 .68 15.00 23.94
C.04 6.7 8.3 2441
m a (s enzima con é.1s U/mg proteina.

100
:: .
- 70
) g
o NT
<0 N
ao e ——
o 4
o +—
o ©.0% 0.03 0.04

(- X-* 3
lPerlodato (Molar)'
Figura 9.- Susceptibilidad de Ja activida e |a dextransacarass de

Leuconostoc mesentercides NP.RL B-ginnF a 1a accidn de diferentes
concentraciones de periodato de shodlo a8 4 C y en la obscuridad por
24 horas.

AGN con la concentracion mas baja de periodato de sodio y en condiciones
*suaves” (4 °C), la enzima pierde actividad, lo que asegura que las cadenas laterales
fueron alcanzadas por el reactivo y que no solo la dextrana presente en el extracto

es afectada.
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ESTABILIDAD TERMICA DE LA DEXTRANSACARASA DE

4.3
LEUCONOSTOC MESENTEROIDES NRRL B-512F.

Con el fin de caracterizar a la dextransacarasa y conocer su estabilidad a
40°C, se realizé 1a curva de desactivaciéon de acuerdo con el protocolo en la seccién

de Materiales y Métodos

Losr itados se ran en la Figura 10, donde puede observarse como

la actividad que se recupera es menor mientras mas tiempo se incubae la enzima a
40 °C. En la misma figura se puede apreciar el tiempo de vida media (t,,) cakkulado

a partir de estos datos.

El experimento se llevé a cabo por triplicado con el extracto enzimdético .
obtenido con el protocolo de purificacién “1” descrito en Materiales y Métodos.

-.8
-.6

e
4.2 -
§ S [81/2e 19.69 wmim. ]

h ]

(-] 5 10

Figura 10.- Curva de desactivacién térmica de la dextransacarasa de
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-51a2F a 40 °C.
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Como podré apreciarse cuando se discutan los resultados para los
derivados, en todos los casos el ty,; para la enzima sin modificar (control) no varia
mucho si se compara con este resuitado. Lo que significa que aunque los extractos
tienen menos dextrana, la cantidad removida no afecta la estabilidad de 1a enzima.

4.4 MODIFICACIONES QUIMICAS
4.4.4 ENTRECRUZAMIENTO CON (AR_DODHMIDAS

Debido a la gran labilidad de la dextransacarasa a 1a accién de este tipo de
reactivos, e] entrecruzamiento, aun en condiciones “suaves®, es decir, agregando
SBCarosa para “proteger el sitio activo” y llevar a cabo la reaccién a 4 °C, no fue
posible obtener derivados Que resultaran ser mas estables que la enzima original.

4.4.2 ENTRECRUZAMIENTO CON ACIDO ADIPICO
DIHIDRAZIDA (AAD).-

4

Como se describe en (a seccién de Materiales y Mé se plearon dos
protocolos de derivatizacion utilizando AAD para derivatizar la dextransacarasa de
Leuconostoc nteroides NRRL B-s512F . En la Tabla Viil se muestran los
resuitados de 8 prueba de actividad residual de tos derivados obtenidos con el
protocolo de derivatizacitn “1°. Liamaremos a este derivado DXSAAD-1. Por otro
lado, en la Figura 11, se grafican los d para c parar la diferencia en
estabilidad. Cabe hacer notar que estos experimentos se llevaron a cabo con el
extracto enzimético obtenido a partir del protocolo de purificacién *11” descrito en
ia seccion de Materiales y Mé€todos.

En este caso, el Cuntrol consiste en el extracto enzimético tratado de la
misma forma que los derivados excepto Que se omite la adicién de AAD. En su
lugar, se agregd al extracto idado y diatizado un volumen igual de
amortiguador de acetatos ©0.0sMa pH=5.2.
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Estabilidad del derivado DXSAAD-1:

Tabla viit.-

DEL CONTROL Y DEL DERIVADO DXSAAD-1.

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE ACTIVIDAD RESIDUAL

mi recuperadas

T DXSAADA

o control

T ORZAADS
atracto enzimatico
derivatizacion 1.

20

60

i 1-4

-
30

a0

10

con 0.2

M- [5 recuperado T Iniciales
ontro . 5134 E-X. o
67.13 .47 .31
"B recuperado ] U/ml iniciates ] U/mT recuperadas |
€5.03 .34 .39
T ORSAABT 1 %28y o4 "6.30
[-3K-7] CE>Y .33
e segon e protocolo g

Blanco

Derivado
]

Derivado
a

Figura 11.- Actividad residual de! Blanco y los Derivados con AAD,
segin el protocolo |, (OXSAAD-1), del extracto enzimatico obtenido a

partir del protocolo de purificacién .
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-

Como puede constatarse en la Figura 11, el derivado DXSAAD-1 retiene, en

promedio, un 15% mdés de actividad que el Blanco cuando se incuba a 40 °C
durante s minutos.

Tomando como base la experiencia obtenida durante esta derivatizacién, se
planted un nuevo protocolo de derivatizacion con AAD (ver Materiales y
Métodos) que arrojé (os resultados que a continuacion se presentan.

DERIVATIZACION EN “SECO” CON AAD O.2 M.

€l protocolo de derivatizacion |1 se aplk6 & un nuevo extracto enzimético,
que se obtuvo con el pratocolo de purificacion tii. Ambos protocolos son descritos
en la seccion de Materiales y Métodos. A este derivado se e asigné la clave
DXSAAD-3. COmMo se pudo constatar con anterioridad, el extracto enzimético 111
tiene una Mmayor actividad enzimética en relacion con el contenido de dextrana, es
decir, la actividad especifice es mayor y el contenido de dextrana en mg/mi es
menor. Esto se debe probablemente a la utilizacién de dextranasa de alta pureza
en el protocoio en lugar del extracto crudo, que por lo visto es una enzima mucho
menos eficiente.

En esta ocasion, debido a la experiencia con el derivado anterior, la prueba
de actividad residual fue omitida y se realizé6 directamente la curva de
desactivacion a 40 °C, de acuerdo con el protocolo descrito en Materiales y
Métodos. Los resultados de las tres derivatizaciones independientes realizadas se
presentan en la Tabla IX en |3 que cada uno de los datos en las columnas es el
promedio de dos determinaciones. De igual manera que para el caso anterior, el
control consiste en el extracto enzimdétiko tr do de la a manera que el
derivado excepto por la adicion de AAD. Estos datos se grafican en la Figura 12.
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Tabla IX.-

ESTUDIO DE ESTABILIDAD TERMICA A 40

DERIVADO DXSAAD-2 Y EL CONTROL.

62

*C DEL

F11L 14 nz
nd.- No dctermuudo
der.- DXSMD -2.

bco.- Contr

Recuperad

<tivida ctividad J Actividad | Activida rxmm <Oivida
mw rec. rec. rec. rec. rec.
40°C (bco). (der). (beco). (der). C(bco). (der).
) - 50 3 3 00 oo
s x| &85 | ¥ 13 73.38 [~ 73.83 74
40 ] sla $6.58 45.38 Seca J Sav8 | 32oas |
3% L 521 3678 443 8o J nd nd
30§ 3461 | ern 3834 | 4Bov J 4198 | sasa
% 387 a8 3300 7.4 .85, 4.0
U l." o @ D'B LT [ @ derivatizacion n').

1/2CONTAOL=1D.2 YISy L J
\
s 10 5 a0 as 30
[Tiempo (minutos)}

Figura 12.-Estabilidad del control (®) y los derivados DXSAAD-2 (-)

rtir del extracto

o CHD

ohtemdos con AAD & pa
otocola de derivatizacidn (11). Las lineas conunuas representan el
ar'ste une-l para los tos

control €3 0.94 ¥ para e} derivado o.9a y

donde

control y -0.024 para el derivado.

el coeficiente de correlacién para el
ias pendientes -0.036 para el
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En la Figura 12, se grafican los promedios y las desviaciones estndar de los
datos de la Tabla IX. Como puede apreciarse, et DXSAAD-2 es un 50% mMas estable
que el control. Los datos del andlisis de regresion lineal para el modelo de
desactivacion de primer orden también se presentan ahi y como se puede apreciar,
se cuenta con una reproducibilidad aceptable de acuerdo con la desviacion esténdar
(ver las barras de error). La baja correlacion de los datos se discutiré cuando se

anaticen los resultados para el siguiente derivado (Figura 12).

4.4.2.2 PERFIL DE OLIGOSACARIDOS

En fa Figura 13 se muestra un cromatograma comparativo del perfil de los
oligosacsridos producidos durante una reaccién de aceptores en presencia de
maltosa (llevada a cabo segun se describe en la seccién de Materiales y Métodos),
del to er &tico ob ido a partir del protocolo de purificacién “11* y de su
derivado con &cido adipico dihidrazida utiizando el protocolo de derivatizacion ™"
DXSAAD-1 (ambos protocolos descritos en la seccién de Materiales y Métodos).

I UTNSTE
SACAROSA
MALTOS A

o]

Figura 13.- Perfil de oligosacéridos producidos con maltosa como
a:eftor del extracto enzimiético, que se obtuvo con el protocolo de
purificacién 11l (CONTROL) y el derivado de &cido adipico dihidrazida

<on el protocolo de derivatizacion | (DXSAXD—‘I).
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Como puede apreciarse, précticamente no existe diferencia en el perfil de
los oligosacéridos producidos; ni adn en la cantidad relativa que de estos se
produce. Con esto, se concluye que el entrecruzamiento con &cido adipico
dihidrazida no afecta la especificidad de la dextransacarasa de Leuconostoc

mesenteroides NRRL B-s12F.

Del mismo modo que para el derivado anterior, a continuacion, en la Figura
14, se muestra la comparacion del perfii de oligosacéridos producidos con el
extracto enzimético “IN"(CONTROL)-y el derivado con el protocolo *ii* (DXSAAD-

2).

SACAROSA
MALTOSA

©.2%

0.3

10 15 20
TIEMPO (MIN)'

Figura 14.- Perfil de oligosacsridos producidos con maltosa como
aceptor del extracto enzimdético, que se obtuvo con el protocolo de
purificacion HI(CONTROL) y el derivado de &cido adipico dihidrazida

con el protocolo de derivatizacion I (DXSAAD-1).
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El resuitado es similar al obtenido para el derivado anterior, ya que el
entrecruzamiento con &cido adipico dihidrazida no afecta la especificidad de la
dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-s1aF y tanto el
extracto enzimético como ef derivado producen el mismo perfil de oligosacdridos.

4.4.2.3 PERFIL DE LAS DEXTRANAS PRODUCIDAS
Otra prueba mas para comparar 3 especificidad de DXSAAD-2 es ¢l pertfil
de) peso molecular de tas dextranas producidas durante una reaccion con sacarosa
(ver Materiales ¥ Métodos). Una ves colectada, la muestra de las reacciones
(blanco y derivado) se inactiva en un bafio de agus hirviendo por 15 minutos.
Enseguida, se diluye con agua destilada para tener la concentracion aproplada de
carbohidratos para el andlisis. Como puede observarse en la Figura 15, el derivado
tiende a hacer dextranas de yor peso fecular, aunque la cantidad es relativa
mente pequefia, el pico se presents de manera reproducible por el derivado y un

pico similar nunca se obtuvo para el blanco.

*2
CARSOMIDRATOS
OE BAJO PESO
MOLECULAR
* 4 .
o0}
B
!o...
.9
DEXTRANA YRS
Sf ALTO Pat
.2 d OtAvaDO

Figura 15.- Comparacion del! peso molecular de las dextranas producidas por

XSAAD-2 y el control del extracto enzimatico ().
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La presencia de este pico en el cromatograma del derivado puede explicarse
como la dextrana entrecruzada durante la derivatizacion.

4-4.2.4  PERFIL DE 'RQTE'NAS

Este experimento se realizé con el objeto de determinar si e
entrecruzamiento logrado con el AAD es intra o intermolecular. Consistio en hacer
. pasar muestras del extracto enzimitico y de sus derivados con &ido adfipico
dihidrazida por una columna de permeacién en gel. Esto permite observar
diferencias en el patrén de elucién de las proteinas, de modo que es posible
observar si se forman agregados intermoleculares, ya que habria formas de atto
peso molecular que eluirén antes que las formas que no se entrecruzaron. Ef
resuitado se muestra en la Figura 16.

4.4.2.4.9 CONDICIONES DESNATURALIZANTES

En la Figura 16 se muestra un cromatograma comparativo en el que se
pueden observar diferencias en el perfil del peso molecular de las proteinas. En
primer lugar, se observan formas de alto peso molecular del control y del
derivado. Hay que hacer notar que la presencia de estos picos (los primeros en
eluir) es mucho mayor en el derivado que en ¢! blanco. Lo anterior nos habla de un
posible entrecruzamiento entre | dextrana endégeny v la enzima. La presencia de
una pequefia sefial de este piko en el control, se explica por la presencia de
dextrana en el extracto ya que como se menciond anteriormente (a dextrana se
encuentra fuertemente unida a la enzime en condkiones nativas. Ademdés,
Kobayashi*® encontré que la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides
NARRL B-s12F tiende a formar agregados de aito peso molecular en presencia de
dextrana, uniéndose fuertemente a ésta de manera que el peso molecular
aperente de las proteinas varie.
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Figura 16.-Cromatograma del perfil de elucion de protefnas del
Control) y del derivado utitizando AAD en

extracto enzimético J
condiciones desnaturalizantes.

Los resultados anteriores confirman que la derivatizacion con AAD da iuger
a formas de la enzima de mayor peso molecular que son resistentes a las
condiciones desnaturalizantes, es decir, que la naturaleza de 2 unién entre ia
enzima y Ja dextrana enddgena, © bien, el entrecruzamiento de dos O Mmas

moléculas de proteina es de tipo covalente.
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ACOPLAMIENTO CON DEXTRANA DE ALTO PESO

4.4-3
MOLECULAR
A continuacion, se presentan 10s resultados de la caracterizacion de un

segundo derivado de la dextransacarasa de tLeuconostoc mesenteroides
NRRL B-312F. Se trata de una enzima acoplada con dextrana de alto peso
molecular. Como se menciont en los ar dentes, el acopl to con polimeros
ha sido una de las estrategilas de modificacion mas exitosas para estabilizar a las

enzimas. A este derivado se le denominaré OXS-DEX.

Es necesario hacer notar que para esta derivatizacion se utilizé el extracto
enzimético obtenido con e} protocolo de purificacion IV, descrito en la seccién de
Materiales y Métodos. Para la caracterizacion, el control consistid en el extracto

dtico (IV) tr do del mi do que el derivado, incluyendo la adicién de

periodato y de dextrana amlncd. encepto por la adicion de clanoborohidruro de
sodio, lo que impide el P 110 entre ls dextrana aminada y la enzima.

. En la Tabla X se puede observar que la actividad de la enzima se va
perdiendo durante la derivatizacion. Al final, s6lo se recupera aproximadamente e
$09% de la actividad iniclal

Tabla X.-ACTIVIDAD DEL EXTRACTO ENZIMATICO (IV) RECUPERADA
DURANTE LAS REACCIONES DEL ACOPLAMIENTO CON DEXTRANA

DE ALTO PESO MOLECULAR.
u/mid Recuperada I
T ESTRACTS OV 1 KR had X 7 |
[ OXIDADA 3 L ad o X3
I OXSBDEXR v T 1.80 s,
3~

@ J" OCO! Zac! y para
neceasario diluir 1:1 las muestns con lo misma solucion dextrm aminada
oplamient

utilizada durante el ac 0.
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4.9.3.9

CURVA DE DESACTIVACION

Al igual que para el derivado DXSAAD-2, la prucba de actividad residual fue
dio de desactivacion. La justificacién -

omitida y se llevé a cabo direc

para omitir la prueba es que la cantidad de derivado con a que se cuenta es muy

d. Cada uno de fos dat

limitada.
En la Tabla X! se pr
de dos deter ¢ Estos d

en las col

Y los resultados obtenidos en dos derivatizaciones

es e) promedio

se gratican igualmente en la Figura 17.

Tabla X1.-ESTUDIO DE ESTABILIDAD TERMICA A 40 °C DEL CONTROL
¥ DEL DERIVADO DXS-DEX.

[ RACTVIdad |

[ SACtIVIdad |

rﬂmmr-wm vida

40°C recuperada (dco).{recuperada (der).|{recuperada (der).
R I e~ e
o 100 100 400
3 nd nd L 2% e |
o ~53.83 ~ 8719 #5335 |
15 nd —nd 34|
P %% L |

.- NO ermin )
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Figura 17.- Estabilidad del control (@) y el derivado DXS-DEX (8
obtenidos a partir del extracto enzimético (IV). Las lineas punteadas
representan el ajuste lineal para los datos donde el coeficiente de
correlacion para el control es 0.96 y para el derivado 0.91 vy las

pendientes -0.04t para el control y -0.009 para el derivado.

En {a Figura 17, se grafican los promedios de los datos de la Tabla XI. Como

puede abservarse, comparando los tiempos de vida media t,,,, el derivado resuita

ser mas de 4 veces mas estable que e} control. Los valores del coeficiente de
correlacion pueden considerarse “bajos” y la desviacién de los datos de
desactivacion con el modelo de primer orden puede deberse a que, el protocolo de
derivatizacién no asegura que la totalidad de la enzima se haya modificado, de
modo que el proceso de desactivacion se observa en dos o mas etapas. Es decir,
durante los primeros minutos de incubaciéon la pérdida de actividad observada
podria provenir principalmente de la enzima que NO ESTA DERIVATIZADA, luego,
en una segunda etapa de inactivacion, la pérdida de actividad observada se debe a
{a inactivacion del DERIVADO.

Lo que explicaria el hecho de que a los cinco minutos de incubacion, el
CONTROL y el DERIVADO DXSAAD, han perdido casi la misma actividad.( ver

Tabla IX y Figura 12).
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4.4.3.2 PERFIL DE OLIGASACARIDOS

OBTENIDOS CON EL

‘n

DERIVADO DXS-DER UTILIZANDO MALTOSA COMO ACEPTOR.

En la Figura 18,

seccién de Materiales y Métodos.

se muestra un cromatograma del perfil de los
oligosacéridos, producidos durante una reaccién de aceptores en presencia de
maltosa, del derivado DXS-DEX. Las condiciones para la reaccién de aceptor con
maltosas, asi como las condiciones del andlisis cromatogr&fico se describen en la

t=0 horas.
———1=20 horas

o ¥+
10

MINUTOS

15

20

Figura 18.- Perfil de oligosacdridos producidos con maltosa como
aceptor del derivado acoplad% ;onoge‘xtrana de alto peso molecular

Como se aprecia en el cromatograma, la produccién de oligosacaridos es
casi nula, lo que indica que la especificidad de la dextransacarasa de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F ha sido afectada por la derivatizacion.

necesario hacer notar que en el caso del control, la produccién de oligosacéridos es

muy similar a la obtenida en los experimentos anteriores.

as
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Resulta pues interesante ahondar en la caracterizacion de este derivado en
términos de su especificidad. A continuacion, se muestran los resultados derivados
de esa caracterizacion.

®.4.3.3 PRODUCCION DE DEXTRANA

Quedé claro que el derivado précticamente no produce oligosacéridos. Sin
embargo, no podemos decir que toda la sacarosa consumida haya sido utilizada
para la sintesis de dextrana. Para verificar si el derivado produce dextrana, la
aiternativa mas simple, es agregar dextranasa para poder determinar isomalitosa
que es el producto de la degradacién de la dextrana.

En la Figura 19, se Muestra un cromatograma comparativo en el que se
observa como la reaccién de la dextransacarasa avanza consumiendo sSacarosa,
produciendo fructosa y glucosa. Por otro lado, al parecer, no hay produccién de
dextrana, ya que no existen rastros de isomaltosa. Lo que resulta raro en este
cromatograma es que la dextranasa fué incapaz siquiera de degradar la dextrana
endégena, lo que resultaria en la produccién de isomaltosa en el tiempo cero de la
reaccién de la dextransacarasa con sacarosa. En un experimento posterior (no
mostrado), se comprobé que la dextranasa no hidroliza a ia dextrana aminada.
Esto podria explicar la ausencia de isolmaltosa, ya que en el derivado existe una
gran cantidad de dextrana aminada que podria inhibir la accién de la dextranasa.

©.25
0.2 T=0
. I . | e ———T-6 HORAS
0.18 M [ELILLILLYE —-—--T=24 HORAS
o.9 RASTROS DE
1ISOMALTOSA
0.0%
o4
3 s ? 14

Figura 19.- Reaccién con dextranasa. Alicuotas de la reacci6on de la
dextransacarasa con sacarosa, son expuestas a la accion de la
dextranasa por 24 h a 35 ‘C y pH=6.

i
i
i
H
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Por lo anterior, no es posible verificar la formacién de dextrana mediante la
adicién de dextranasa, por o que otras estrategias para cuantificar la hidrélisis y la
transferencia deben ser utilizadas.

4.49.3.4 EFECTO DE LA DEXTRANA EXOGENA

Se cuantificaron por HPLC los productos de la reaccién con sacarosa del
control y del derivado DXS-DEX y se calcularon los niveles de hidrélisis y de

transferencia como sigue:

96+ GLUCOSALIBRE
IDROLISIS ~ ( SACAROSACONSUMIDA

) soo

9% TRANSFERENCIA = 100 ~ WIDROLISIS.

- Las reacciones se llevaron a cabo como se especifica en Materiales y
Métodos y los resultados se presentan en la Tabla XII.

Tabla Xii.- Efecto de la adiciéon de dextrana sobre los niveles de
hidrolisis de sacarosa y de transferencia a dextrana del control y del

derivado DXS-DER.

[ SCTRANSPERENCIA |
¢ U/mL) (GLU/SAC*100) (POR DIFERENCIA)
5.8 5.4
DEXTRANA
aB.72 71.28
DEXTRANA
.79 18.21
DEXTRANA
. BDERIVABDO ¢ON 21.69 78.37
DEXTRANA
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Tanto el blanco como el derivado en ausencia de dextrana exégena
presentan un alto porcentaje de hidrélisis. Este cambio en la especificidad puede -
explicarse considerando que 1a dextransacarasa es incapaz de dezplazar la dextrana
aminada (aftadida durante la derivatizacién) o la dextrana oxidada (generada en la
oxidacién) observindose un efecto de impedimento. Sin embargo, afiadiendo
dextrana a la reaccién, tos niveles de transferencia para ambos se recuperan hasta
niveles similares, una explicacion puede ser que la dextrana exégena desplaza a las
otras dos formas de dextrana devolviendo a la enzima la capacidad de transferir.

4-4.3.5 ESTABILIDAD A LARGO PLAZO.

Con el fin de comprobar si el acoplamiento de 1a dextrana aminada se llevé
& cabo sobre las cadenas laterales de ia enzima, o bien, sobre ta dextrana endégena
oxidada unida a ella, se realizé la siguiente prueba, que consistié en comprobar
que el derivado mantuviera su estabilidad a la temperatura después de una
reaccion de sintesis de dextrana. Esto ante la posibilidad de que la enzima
intercambie o desplace dextrana aminada durante la reaccién dando como
resuitado la pérdida de la estabilidad.
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Asl pues, se llevé a cabo una reaccién con sacarosa EN PRESENCIA DE
DEXTRANA EXOGENA para favorecer la sintesis de. dextrana. Las condiciones para
estas reacciones son las mismas que para los experimentos anteriores y se
describen en la seccion de Materiales y Métodos. Si después de sintetizar dextrana,
el derivado pierde su estabilidad, entonces el acoplamiento de la dextrana aminada
se di6 solo en la dextrana endégena que es “desplazada” por al dextrana que se
forma durante la reaccién. €En cambio, si la estabilidad se conserva, entonces el
acoplamiento se la dextrana aminada es probable que se haya dado con las

d k ales de la er

A continuaci6n se presentan los resuitados a manera de comparacion:

Tabla Xiti.- Comparacion de la estabdbilidad del derivado DXS-DER
antes y después de una reaccién de sintesis de dextrana.

"R ACTVIBAD RECUPERABR ™}
TIEMPO DE " [ BERVABT 1
INCUBACIONA 40 °C Cantes de la reaccion) (después de la reaccion)
o MINUTSY 700 50
- s MINUOTOS L X 3 B8 7e
o MINUTOSY ~85.25 313
s MTRUTSS B3e3 B338
I TicMIRUTSY — - 80.23 ¥0.39

El tiempo de vida media cakculado a partir de estos datos para el derivado
antes de la reaccién con sacarosa es 72.03 minutos, miestras que para el derivado
después de la reaccién con sacarosa es de 73.41 minutos, mientras que el control,
cOmo se defini6 en la Figura 17 es de 16.7 mMinutos. De este modo, queda
demostrado que la estabilidad de este derivado no es transitoria y que durante la
reaccion de sintesis de dextrana, |1a enzima no intercambia la dextrana acoplada a
ella y que le brinda estabilidad.
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V. CONCLUSIONES

.- Se desarrollé un protocoio de purificacion sencillo con ! que es posible obtener
extractos enzimditicos con una alta actividad especifica y un bajo contenido de
dextrana.

.-Se desarrollé un protocolo de derivatizacion utilizando s-etil-3-(3-
(dimetilamino)propifjcarbodiimida (EDC) para la dextransacarasa de

Leuc nteroides NRRL B8-51aF. La enzima mostrd una alta
sensibitidad a este reactivo alin en presencia de sacarosa, esto debido a que en
el sitio catalitico ten grupos carboxilos susceptibles de ser modificados por

la EDC, por lo que no fue posible obtener derivados estables con este método.

3.~ Se desarrolié un protocolo de derivatizacion para ia enzima utilizando &cido
adipico dihidrazida (AAD) con el que es posible obtener un derivado (DXSAAD-
2) que demostré tener un t,, de 28.880 MINUtos a 4o0°C, es decir, 1.5 veces
mayor el control.

4.- La especificidad de DXSAAD-2 no varla con respecto a ia enzima sin modificar
en cuanto a su capacidad de formar oligosacéridos con mMaltosa. Tampoco, se
observan cambios al comparar el perfil del peso molecular de las dextranas que
produce en las mismas condiciones.

s.- Se demostré mediante un cromatografia de permeacion en gel, que ¢ derivado
DXSAAD-2 a diferencia det control, presenta formas de alto peso molecular
debid. bk al entrecruzamiento entre moléculas de la enzima y
molkulos de dextrana endogena o bien a un entrecruzamiento entre dos o
mas moléculas de enzima.

6.-Se desarrollé un protocoio para el acoplamiento entre ia dextransacarasa de
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-s1aF y dextrana de alto peso
molecular, con el que se obtuvo el derivado DXS-DEX que demostré tener un
t.,; de 72.20 MINUtOs 8 40°C, €s decir, Mmas de cuatro veces mayor que ef
control.
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7.- La especificidad de! derivado DXS-DEX es distinta a la de la enzima sin
maodificar. A diferencia de ésta, el derivado practicamente no produce

oligosacéridos con maltosa.
8.- Por otro lado, la derivatizacion afecta la especificidad de tal manera que ef

derivado hidroliza e 80% de la sacarosa que reaccions, sin embargo, Il
actividad e se recup si se aflade dextrana a la reaccién.

®.-Se comprobd que los efectos de la derivatizacion sobre la estabitidad vy la
especificidad del derivado DXS-DEX no se plerden luego de una reaccién de
formacion de dextrana, o cual indica que es probable que el acopl se
. haya dado con los azicares de las cad les de ia de a
covalente.

Como conclusion general podemos establecer que la estabilidad de la
dextransacarasas de Leuconostoc mesenteroldes NRRL B-512F puede

incrementarse mediante la mozﬁﬂc.cldn quimica de su estructura glicolitica. Hasta
k» fecha, todo ir por esta habia sido infructuoso. Asl pues,

losr Itados de este bajo sirven como base para futuras derivatizaciones de
modo que los derivados que se obtengan puedan ser incorporados en un proceso
industrial.
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