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1. RESUMEN

La sintesis enzimatica de carbohidratos ha sido sujeto de una gran cantidad de estudios y
representa hoy en dia una alternativa interesante ante la sintesis quimica, permitiendo el
control de las regio- y estereo- especificidades y, en muchos casos la prevalencia de
condiciones moderadas de reaccion sin la generacion de deshechos toxicos.

La aproximacion enzimatica para la sintesis de carbohidratos involucra principalmente
dos tipos de enzimas: las glicosiltransferasas (ya sea del tipo Leloir o no Leloir) y las glicosil
hidrolasas (endo- y exo- glicosidasas). Las glicosiltransferasas del tipo Leloir utilizan glicosil-
ésteres de nucledsidos mono- o di-fosfato como donadores; por otro lado, las del tipo no
Leloir aceptan donadores glicosil- fosfato. Estas enzimas han sido utilizadas para la sintesis
de oligosacaridos en gran escala, sin embargo, su uso estd limitado por su baja estabilidad y
selectividad (no Leloir) y el alto costo de sus sustratos (Leloir).

Las glicosilhidrolasas, por otro lado, se encuentran presentes en todos los organismos
vivos y permiten el uso de sustratos relativamente baratos y de alta biodisponibilidad. La
mayor parte de las glicosidasas utilizadas con fines de sintesis son exo-enzimas y existen muy
pocos estudios que utilizan endo-glicosidasas para llevar a cabo este tipo de reacciones.

La sintesis de carbohidratos con glicosidasas puede llevarse a cabo por medio de un
mecanismo de hidrdlisis inversa o por medio de un proceso de transglicosilacion o
transferencia de residuos glicosilo de un donador a un aceptor. Dicho aceptor puede ser de
diversa indole (oligosacaridos, alcoholes, glicosidos, alquil-glicésidos, etc.).

En el grupo de trabajo del Dr. Agustin Lopez-Munguia, nos hemos interesado en estudiar
el potencial de algunas glicosidasas para llevar a cabo reacciones de transglicosilacion; dicho
interés se ha enfocado particularmente a las a-amilasas, endo-enzimas de gran disponibilidad
comercial y ampliamente utilizadas industrialmente en procesos de hidrolisis de almidon, de
alimentos y textiles. Esto incluye los trabajos de Del Rio et al. sobre la relacion evolutiva
entre las a-amilasas y las CGTasas (1997) y la introduccion de actividad transglicosidica en
la a-amilasa licuefactante de B. stearothermophilus (1999), asi como el trabajo de Santamaria
et al. (1999) sobre el analisis de la habilidad de las ca-amilasas licuefactantes de B.
licheniformis y B. stearothermophilus y las sacarificantes provenientes de A. niger y A.
oryzae para llevar reacciones de alcohdlisis, del cual se concluyd que son las a-amilasas
sacarificantes, las enzimas capaces de llevar a cabo estas reacciones.

Con estos antecedentes y afiadiendo el hecho de que el sustrato por excelencia de las a-

amilasas es el almidon (carbohidrato de gran distribucion en la naturaleza), se puede concluir



acerca del gran atractivo que posee la utilizacion de estas enzimas para obtener varios
productos de transferencia como oligosacaridos y alquil-glicésidos, entre otros.

Con el objetivo de analizar la hipotesis previamente propuesta en el grupo de trabajo
acerca de que la capacidad de las a-amilasas sacarificantes de generar productos de bajo peso
molecular a partir de la hidro6lisis exhaustiva del almidon es el resultado de su actividad
transglicosidica, se estudiaron, en una primera etapa del proyecto, las diferencias en el poder
reductor y el perfil de productos obtenidos a partir de la combinacion de una a-amilasa no
tranglicosidica y una transferasa natural, con los obtenidos de las enzimas por separado, sobre
la molécula de almidon.

Durante esta primera etapa resultod evidente que uno de los grandes inconvenientes de
utilizar almidon como sustrato, radica en la necesidad de gelatinizarlo a altas temperaturas
antes del ataque enzimatico y la alta viscosidad que genera ademas de que, por otro lado, a
partir del almidén se obtiene una gama amplia de productos de hidrolisis y transglicosilacion,
dificil de cuantificar. De todo esto, en una segunda etapa del proyecto y dentro de la busqueda
por la obtencion de una a-amilasa con buena capacidad de transglicosilacion, nos enfocamos
a analizar la capacidad de las o-amilasas para utilizar maltodextrinas, productos de la
licuefaccion del almidon, como sustratos donadores de residuos glicosilo en reacciones de
hidrélisis y alcoholisis con metanol. Asi, se realizaron reacciones con la o-amilasa de A.
niger, enzima sacarificante que previamente habia sido utilizada exitosamente en el
laboratorio para llevar a cabo reacciones de alcohdlisis a partir de almidon.

Finalmente, las ventajas que representa la utilizacion de enzimas termofilicas nos
llevo a enfocar el objetivo de este trabajo a la caracterizacion de la a-amilasa de Thermotoga
maritima (AmyA) en reacciones de transferencia a partir de almidon, maltodextrinas y
oligosacaridos de menor peso molecular. Con este fin, se aislo el gen amyA y se clond en E.
coli para disponer de una cantidad adecuada de la enzima para realizar este estudio.

Se demostré que Amy A es capaz de transformar la maltosa en oligosacéaridos de mayor peso
molecular (como maltoheptaosa), por medio de una combinacién de reacciones de hidrolisis y
transferencia. El hecho de que Amy A sea capaz de utilizar la maltosa para generar productos
de mayor peso molecular, es una propiedad casi tnica entre las o-amilasas.

Uno de los productos de la actividad transglicosidica de Amy A, es la neotrehalosa,
un disacérido con poder edulcorante y un enlace al, 1.

Amy A puede también llevar a cabo reacciones de alcohdlisis, transfiriendo redisuos
glicosilo del almidon y maltodextrinas, a metanol y butanol, con la generacion de alquil-
glicdsidos.

Cabe mencionar que los resultados de caracterizacion de Amy A obtenidos del

presente proyecto, sirvieron como base para la generacion de mutantes con mayor capacidad



transglicosidica que la enzima nativa, en reacciones de alcohdlisis con almidon, trabajo

realizado por el grupo del Dr. Xavier Soberon.



2. ANTECEDENTES
2.1 Glicosidasas

Las glicosidasas son enzimas clave en el metabolismo de carbohidratos y catalizan la
hidrélisis de enlaces O-glicosidicos. Debido a la extensa variedad de carbohidratos con
estereoquimica diferente presentes en la naturaleza, existe una amplia diversidad de
glicosidasas involucradas en su metabolismo (Henrissat, 1991)

En general, la hidrolisis catalizada por las glicosidasas se lleva a cabo via una catélisis
acida general, que requiere dos residuos criticos: un donador de protéon y un nucleéfilo base.
Dicha reaccién se puede llevar a cabo por medio de un mecanismo que da lugar a una
retenciéon o bien a una inversion global de la configuracion del carbono anomérico. Las
glicosidasas que invierten la configuracion del carbono anomérico operan a través de un
desplazamiento directo del grupo saliente por el agua, mientras que las que retienen la
configuracion, utilizan un mecanismo de doble desplazamiento en el que se forma un
intermediario glicosilo-enzima antes del ataque nucleofilico de la molécula de agua (Davies et al.,
1995). En la Figura 2.1 se muestra una representacion esquematica de ambos tipos de

mecanismos.
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Fig. 2.1. Representacion esquematica del mecanismo de a) inversion de la configuracion del
carbono anomérico y b) retencion de la configuracion del carbono anomérico de las glicosidasas R= H

(o) aglic()n (Trincone et al., 2006).



A pesar de estas diferencias, es notorio que ambas clases de glicosidasas utilizan un par
de acidos carboxilicos en el sitio activo; en las glicosidasas que invierten la configuracion del
carbono anomérico, un residuo actia como un acido general y el otro actia como una base
general; por otro lado, en las enzimas que retienen la configuracion, un residuo funciona
como 4cido y base mientras que el otro act@ia como nucleofilo y grupo saliente. Ademas,
ambos tipos de enzimas operan por medio de estados de transicion de caracter de
oxocarbenium. La principal diferencia entre ambas clases de enzimas es la distancia entre los
dos grupos carboxilo. En las glicosidasas que retienen la configuracion, dichos residuos se
encuentran muy proximos (4.5-5.5 °A), resultando en la formacion de un intermediario
covalente glicosil-enzima; por otro lado, en las glicosidasas que invierten la configuracion, la
separacion entre los residuos es mayor (9-9.5 °A), lo cual permite la insercion de una
molécula de agua, que lleva a cabo un ataque directo (McCarter et al., 1994, Vasella et al., 2002, Zechel et
al., 2000).

Ademas de su division bajo los términos discutidos anteriormente, las glicosidasas se
dividen también en funcion de la forma en que atacan la molécula de sustrato, en exo-
glicosidasas, que cortan los enlaces glicosidicos externos de cadenas de polisacaridos,
liberando mono, di u oligosacaridos del extremo no reductor del sustrato y, por otro lado, en
endo-glicosidasas que cortan los enlaces glicosidicos internos de manera azarosa (Van der Maarel

etal., 2002).

2.1.1 Familias de las glicosidasas

Una contribucioén invaluable en el estudio de las glicosidasas ha sido su clasificacion en
familias con base en la similitud de sus secuencias. La primera clasificaciéon en este sentido
fue publicada por Henrissat en 1991 (Henrissat, 1991) y se ha actualizado constantemente (Henrissat
et al., 1993, Henrissat ez al. 1996). Para el afio de 1997, dicha clasificacion contenia mas de 60 familias
con representantes estructurales de al menos 27 de ellas; la clasificacion y el nimero de
familias de glicosidasas en funcién de esta clasificacion puede consultarse en la pagina WEB
CAZy (http://afmb.cnrs-mrs.fr/~pedro/CAZY/db.html). Algunas de las similitudes entre las
enzimas dentro de una familia pueden ser remotas y tal vez limitadas a las regiones del sitio
activo. Sin embargo, en conjuncidn con las estructuras tridimensionales que poco a poco han
estado disponibles, este acercamiento ha permitido obtener valiosa informacién acerca de los
residuos responsables de la catélisis y la especificidad de estas enzimas (Svensson, B., 1994). Dado
que la secuencia de una enzima dicta su estructura y funcion, seria de esperarse que todas las

enzimas dentro de una familia llevaran a cabo su reaccion con el mismo resultado



estereoquimico y que adoptaran el mismo plegamiento; sin embargo, ninguna de las dos
suposiciones es cierta y las diferentes enzimas dentro de una misma familia pueden retener o
invertir la configuraciéon del carbono anomérico (Ly et al., 1999).

Por otro lado, debido a que las estructuras proteicas estdn mejor conservadas que sus
secuencias, se ha introducido una clasificacion que agrupa a varias familias en “clanes” o
superfamilias (Henrissat, e al., 1997) y, @ medida que se ha incrementado el nimero de estructuras
tridimensionales resueltas de distintas glicosil-hidrolasas, se ha llegado a la conclusion de que

estas enzimas exhiben una extraordinaria variedad de plegamientos distintos (Bourne et al., 2001).

2.1.2 Reacciones de transferencia con glicosidasas

A pesar de que la reaccion principal de las glicosidasas es la hidrolisis, aquéllas que
funcionan con un mecanismo de retencion de la configuraciéon del carbono anomérico, son
capaces de transferir residuos glicosilo a aceptores distintos al agua (como otros
oligosacaridos, alcoholes de bajo peso molecular, glicosidos, entre otros) bajo condiciones
particulares de reaccion (Ly er al., 1999; Sinnot, 1990). A lo largo del presente documento, nos
referiremos a este tipo de reacciones como “reacciones de transferencia” o “reacciones de
transglicosilacion”. En la figura 2.2 se esquematizan las diferentes reacciones que son capaces
de llevar a cabo estas glicosidasas, tomando también en cuenta la reaccion de sintesis por
hidrélisis inversa, la cual, a diferencia de la reaccion de transglicosilacion (controlada
cinéticamente), se encuentra bajo control termodindmico e involucra la formacién directa de

un enlace glicosidico.
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Fig. 2.2 Representacion esquematica de las reacciones que pueden llevar a cabo las glicosidasas
que retienen la configuracion del carbono anomérico: a) hidrélisis, b) hidrdlisis inversa, c)

transglicosilacion.



En la literatura se encuentra una gran cantidad de informacion concerniente a reacciones
de transglicosilacion catalizadas por glicosidasas nativas o modificadas por ingenieria de
proteinas (generalmente con el objetivo de incrementar su capacidad transglicosidica). En la
Tabla 2.1 se resumen algunos ejemplos de las glicosidasas encontradas con mayor frecuencia
en la literatura en términos de su capacidad para llevar a cabo reacciones de transferencia.

Curiosamente, la informaciéon mas abundante de aplicacion de glicosidasas en reacciones
de transferencia, se refiere principalmente al uso de P-glicosidasas y los ejemplos de

utilizacion de o-glicosidasas en transglicosilacion son notoriamente menores en nimero.

Tabla 2.1 Principales glicosidasas utilizadas en reacciones de transglicosilacion.

Enzima Fuente Sustrato Referencia
B-galactosidasa | A.oryzae Gitoxigenina Ooietal., 1984
E. coli GalONP Lopez et al., 1994
E. coli Lactosa Okahata et al., 1998
E. coli Lactosa, Butanol Moreno-Beltran et al., 1999
E. coli Lactosa, Heptanol Garcia-Garibay et al., 2000
Higado de cerdo GalONP Zeng et al., 2000
Bifidobacterium sp. Lactosa Rabiu et al., 2001
Thermoanaerobacter sp.  Lactosa Hart et al., 2004
GalONP
B-glucosidasa Almendras Glucosa, Butanol Ismail et al., 1999
T. viride Celobiosa, Heptanol Shinoyama et al., 1991

T. themophilus

B-galactosidos,

B-glucosidos

Fourage et al., 2000

P. furiuosus Lactosa Hansson et al., 2001

Cassava 2FDNPG Hommalai et al., 2005
B-xilosidasa Aspergillus sp. PNP-X Eneyskaya et al., 2003

A. awamori PNP-X Eneyskaya et al., 2007

T. reesei Xilosa, Etanol, Propanol Drouet et al., 1994
Invertasa S. cerevisiae Sacarosa, Metanol Rodriguez et al., 1997
Neopululanasa | B. stearothermophilus Maltotriosa Kuriki et al. 1996

En la Tabla 2.2 se resumen algunos ejemplos de a-glicosidasas con capacidad

transglicosidica.



Tabla 2.2 Ejemplos de a-glicosidasas utilizadas en reacciones de transglicosilacion.

Enzimas Fuente Sustrato Referencia
a-galactosidasa | B. stearothermophilus NPG Spangenberg et al.,2000
Café verde NPG Spangenberg et al.,2002
L. reuteri Melibiosa Tzortzis et al., 2003
A. fumigatus rafinosa
NPGal Puchart et al., 2005
a-glucosidasa A.nidulans Maltosa Kato et al., 2002
Levadura Maltosa, hidroquinona  Prodanovic ef al. ,2005
A. fasciata Maltosa, pNPG, Andreotti et al., 2006
Celobiosa sacarosa

2.1.3 La familia 13 de glicosidasas: Familia de la o.-amilasa.

El concepto de la familia de la a-amilasa, fue propuesto por Kuriki e Imanaka en
1999. Estos autores decidieron tomar en cuenta, ademas de la homologia en estructura
primaria considerada en la clasificacion de Henrissat (y que en ocasiones agrupaba enzimas
con diferente especificidad de sustrato dentro de la misma familia), otras similitudes
estructurales y el mecanismo catalitico. Asi, la familia de la a-amilasa comprende aquellas
enzimas que tienen las siguientes caracteristicas: a) actian en enlaces a-glicosidicos y los
hidrolizan para producir mono- u oligosacaridos a-anoméricos (hidrodlisis) o bien forman
enlaces glicosidicos a-1,4 o 1,6 (transglicosilacién), o una combinaciéon de ambas
actividades; b) poseen una estructura de barril (/a)s o barril TIM, que contiene los residuos
cataliticos; c) tienen cuatro regiones altamente conservadas en su estructura primaria, los
cuales contienen los aminoacidos que forman el sitio catalitico, asi como algunos

aminoacidos esenciales para la estabilidad de la topologia conservada del barril TIM (Kuriki et
al, 1999).

La tabla 2.3 resume algunas de las enzimas que pertenecen a la familia de la a-

amilasa, asi como algunas de sus caracteristicas estructurales.



Tabla 2.3. Enzimas de la familia de la a-amilasa, su correspondiente nimero EC, su organizacion en

dominios y su sustrato principal (Van der Maarel et al., 2002)

Enzima Numero EC Dominios Sustrato principal
Amilosacarasa 24.1.4 Sacarosa

Sacarosa Fosforilasa 2.4.1.7 Sacarosa

Enzima ramificante de glucano 24.1.18 A, B F Almidoén, glicogeno
Cicodextrin glicosil transferasa 2.4.1.19 A,B,C,D,E Almidén
Amilomaltasa 2.4.1.25 A, B1,B2 Almidoén, glicogeno
Amilasa formadora de maltopentaosa | 3.2.1- A,B, 1 Almidon
a-Amilasa 3.2.1.1 A,B,C Almidon
Oligo-1,6-glucosidasa 3.2.1.10 A, B Amilopectina
a-Glucosidasa 3.2.1.20 Almidon
Amilopululanasa 32.141032.1.1 A,B,H,G,1 Pululano
Ciclomaltodextrinasa 3.2.1.54 A, B Ciclodextrinas
Isopululanasa 3.2.1.57 Pululano

Isoamilasa 3.2.1.68 A, B F, 7 Amilopectina
Amilosa formadora de maltotetraosa | 3.2.1.60 A,B,CE Almidon
Glucodextranasa 3.2.1.70 Almidon
Trehalosa-6-fosfato hidrolasa 3.2.193 Trehalosa

Amilosa formadora de maltohexaosa | 3.2.1.98 Almidoén

Amilasa maltogénica 32.1.13 A,B,C,D,E Almidon
Neopululanasa 3.2.1.135 A, B G Pululano
Malto-oligosil trehalasa hidrolasa 3.2.1.141 Trehalosa
Malto-oligosil trehalsa sintasa 5.4.99,15 Maltosa

Como puede concluirse a partir de un andlisis de los datos de la tabla 2.3, al utilizar
los criterios sefialados anteriormente, dentro de la familia se encuentran enzimas que llevan a
cabo principalmente reacciones de hidrélisis (o-amilasa) asi como también enzimas cuya
reaccion principal es la de transglicosilacion (CGTasa) y, por otro lado, dentro de la familia
también hay enzimas que presentan una especificidad preferente hacia enlaces a-1,4 (o-
amilasa y CGTasa) y otras que la presentan preferentemente hacia enlaces a-1,6 (pululanasa e
isoamilasa). De hecho, es necesario subrayar que el limite entre “glicosidasas” y
“glicosiltransferasas” no se encuentra necesariamente claro ya que, como se detallard mas
adelante, algunas a-amilasas pueden llevar a cabo reacciones de transglicosilacion, formando
enlaces a-1,4 y, por otro lado, algunas CGTasas pueden llevar a cabo, aunque pobremente,
reacciones de hidrolisis de enlaces a-1-4.

Sin embargo, estas enzimas comparten varias caracteristicas. El mecanismo catalitico
generalmente aceptado para las enzimas de esta familia es el de doble desplazamiento con
retencion de la configuracion o- del carbono anomérico. El mecanismo involucra dos
residuos cataliticos en el sitio activo: un &cido glutdmico que funciona como catalizador
acido/base y un aspartato que funciona como nucleéfilo. Hay un segundo aspartato altamente
conservado que, si bien no tiene un papel directo en la catélisis, si desempefia una funcion

importante en la distorsion del sustrato. En el sitio catalitico estan presentes otros



aminoacidos conservados que juegan un papel importante en el posicionamiento del sustrato
en la orientacion adecuada, la orientacion adecuada del nucleofilo, la estabilizacion del estado
de transicion y la polarizacion de la estructura electronica del sustrato.

Todas las enzimas de esta familia conservan el dominio catalitico A (barril TIM), sin
embargo, a este dominio catalitico pueden estar unidos diferentes dominios o sitios
adicionales de unién a sustrato, lo que explica la variabilidad de especificidades de reaccion
que despliegan las distintas enzimas de la familia. Si bien todas las enzimas tienen los
dominios A y B, se han identificado otros 9 dominios en la familia de la a-amilasa (Reddy ez al,
2003; McGregor et al., 2001)..

En 1995, Janecek report6d la identificacion de una quinta region conservada en la
familia, evidenciada inicialmente en la secuencia de o-amilasas. Dicha regidén se encuentra
localizada afuera del dominio catalitico, especificamente en el dominio B y contiene un 4cido
aspartico altamente conservado, principalmente involucrado en la unién a Ca®* (Janecek, 1995).
De hecho, varias enzimas pertenecientes a la familia requieren de la presencia de iones de
calcio para desempefiar su funcion, ejemplo de ello son las a-amilasas; algunas de ellas
también requieren iones cloruro (Janecck, 1997).

El conjunto de las enzimas que forman parte de esta familia son ampliamente
utilizadas en diversas aplicaciones industriales, un ejemplo de ello es la industria del
procesamiento de almidon para la produccion de dextrinas, glucosa, jarabes altos en fructosa,

ciclodextrinas, cicloamilosa y varios otros productos de diferente peso molecular.

2.2 o.-Amilasas

Las a-amilasas (1,4-a-D-glucan glucanhidrolasa, E.C. 3.2.1.1) son enzimas
ampliamente distribuidas en la naturaleza y catalizan la hidrdlisis de enlaces glicosidicos
internos o~ 1,4 en polimeros de glucosa. La especificidad de una a-amilasa, sin embargo,
depende de su fuente y cada o-amilasa produce una distribucion caracteristica de

oligosacaridos a partir de la hidrélisis de almidon (MacGegor, E, 1988).

2.2.1 Estructura de las a-amilasas

Los estudios enfocados a la resolucion de la estructura de las o-amilasas bacterianas
y de mamiferos, muestran que todas las a-amilasas consisten de tres dominios, A, B y C. El
dominio A tiene un plegamiento de barril TIM o barril (/a)s; que forma el centro de la

molécula y contiene el sitio catalitico. Este plegamiento es comun en una gran cantidad de
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enzimas con muy distintas especificidades y actividades y consta tipicamente de 250 residuos
de aminodcidos, formando ocho hebras [ paralelas cubiertas por ocho a-hélices encontradas
en el exterior del barril; esto es, ocho repeticiones de unidades (o). En la figura 2.3 se
muestra un modelo de la estructura tridimensional del TIM barrel de la triosa fosfato

isomerasa.

Fig 2.3. a) Vista desde arriba del TIM barrel de la triosa fosfato isomerasa, b) Vista de lado del TIM

barrel de la triosa fosfato isomerasa (Wierenga, R, 2001).

Este dominio catalitico contiene los tres residuos cataliticos del sitio activo: Asp231,
Glu261 y Asp328 (numeracién de la a-amilasa de B. licheniformis —BLA-) (Nielsen et al., 2000).

Los dominios B y C se encuentran localizados en extremos opuestos del barril TIM.

El dominio B forma una protuberancia o “loop” entre la tercera hebra 3 y la tercera
a-hélice del barril TIM y varia sustancialmente en tamafio, secuencia y estructura entre las
diferentes a-amilasas. Consta de 40-250 residuos de aminoacidos y algunos tipos de dominio
B contienen varias hebras § y una o dos a-hélices. Este dominio se ha relacionado con las
diferencias en especificidad de sustrato entre distintas a-amilasas (Janecek e al, 1997).

Por ultimo, el dominio C constituye el extremo carboxilo terminal de la secuencia,
consiste de hebras f antiparalelas y se ha relacionado con la capacidad de unidn a sustrato (van
der Veen et al., 2000).

En la figura 2.4 se esquematiza la estructura de las a-amilasas y se ejemplifica con el
modelo tridimensional de la a-amilasa de A. oryzae, una de las enzimas utilizadas en el

presente proyecto, con estructura terciaria determinada.
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Figura 2.4. a) Esquema de la estructura de las a-amilasas (Nielsen ez al., 2000), b) Modelo de la estructura

tridimensional de la a-amilasa de 4. oryzae.

Como ya se menciond anteriormente, las a-amilasas, al igual que el resto de las
enzimas de la familia de la a-amilasa, contienen cinco regiones altamente conservadas con
los residuos directamente involucrados en la catalisis, ya sea por medio de unidén a sustrato,
ruptura de enlace, estabilizacion del estado de transicion o como ligandos de iones calcio;
dichas regiones se encuentran en los loops que unen a las hebras § con las a-hélices. Se ha
encontrado que un acido glutamico y dos asparticos son esenciales para la actividad catalitica
de las a-amilasas (uriki etal., 1999; van der Veen, et al, 2000)-

En la figura 2.5 se muestran cuatro de estas regiones altamente conservadas en

distintas enzimas pertenecientes a la familia de la a-amilasa.
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Enzima Origen Regién 1 Regién 2 Regién 3 Regioén 4

(0] (0] (0]
a-Amilasa A, oryzae 117 D V A N H 202 G L R 1 D T v K H 230 E VvV L D 292 F V E N H D
CGTasa B. macerans 135 D F P N H 225 G 1 R F D AV K H 258 E W F L 324 F 1 D N H D
Pululanasa K. aerogenes 600 D V.Y N H 61 G F R F D L M G Y 704 E G W D 87 Y V S K H D
Isoamilasa P. Amylodecamosa 22 D V.Y NH 31 G F R F DL A S V 43 E P W A 505 F 1 D vV H D
Enzima
ramificante E, coli 3333. D W P G H 4901 A L R V D A V A S 48 E E S T 521 L P L S H D
Neopululanasa  B. stearothermophilus 242 D A F N H 324 G W R L D V A N E 357 E 1 W H 419 L L G S H D
a-Amilasa- C.
pululanasa thermohydroaulfulcum 488 D G F N H 594 G W R L D V A N E 627 E N W N 69 L L G S H D
o-Glucosidasa  S. carisbergensis 106 D L I N H 210 G F R 1 D T A G L 276 E V A H 344 Y 1 E N H D
Ciclodextrinasa  T. ethanolicus 2383 D A F N H 321 G W R L D V A N E 354 E V W H 416 L I G S H D
Oligo-1,6-
glucosidasa B. cereus 98 D L V N H 1959 G F R M D V I N F 2586 E M P G 324 Y W N N H D
Dextran
glucosidasa S. mutans 98 D L V N H 199 G F R M D V I D M 236 E T W G 308 F W N N H D
Amilomaltasa S. pneumoniae 224 D M A N D 291 I V R 1 bD HF R G 332 E E L G 391 Y T G T H D
Enzima
desramificante ~ Humano 29¢ D V.Y N H 54 G V R L D NC H S 534 E L F T 603 M D I T H D

de glicbgeno

Figura 2.5. Regiones invariables en enzimas pertenecientes a la familia de la o-amilasa. Los tres residuos cataliticos invariables se muestran con un circulo abierto (Kuriki et al.,

1999).
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Las a-amilasas contienen un ion calcio conservado localizado en la interfase entre los
dominios A y B. Se sabe que este ion es esencial para la estabilidad y actividad de la enzima.
Se ha sugerido que el ion calcio es meramente estructural ya que se encuentra demasiado
alejado del sitio activo para participar directamente en la catalisis. Uno o mas iones
adicionales de calcio se han encontrado en varias estructuras. Por otro lado, varias a-amilasas
contienen un ion cloruro en el sitio activo y se ha demostrado que dicho ion aumenta la
eficiencia catalitica de la enzima, probablemente elevando el pKa del residuo donador de
hidrogeno en el sitio activo.

La hendidura del sitio activo de las a-amilasas se encuentra localizado en la interfase
entre el dominio A y el dominio B y se encuentra en el extremo carboxilo terminal del barril
TIM. Por medio de estructuras de rayos X de o-amilasas en complejo con el inhibidor
pseudo-tetrasacarido acarbosa, se ha demostrado que esta hendidura de unién puede
acomodar de 4 a 10 unidades de glucosa aproximadamente (dependiendo de la especie). Cada
unidad de glucosa es unida por ciertos residuos de aminodcidos; estos aminoacidos
constituyen asi el subsitio de union para esa unidad de glucosa (Nielsen et al., 2000). Davies et al.
(1997) definieron a un subsitio como aquél que une una unidad de glucosa. Los subsitios en el
sitio activo se encuentran numerados de acuerdo a la localizacién del punto de corte, de este
modo, los subsitios con numero negativo se encuentran del lado no reductor del enlace de
corte, mientras que los subsitios con nimero positivo se encuentran del lado reductor de dicho

sitio, tal y como se muestra en la figura 2.6.
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Por lo general, en las o-amilasas existen dos o tres subsitios presentes en el extremo
reductor del sitio de corte (subsitios +1, +2 y +3), mientras que el numero de subsitios en el

extremo no reductor del corte varia entre 2 y 7 (Davies et al., 1997).

Figura 2.6. Nomenclatura de los subsitios en el sitio activo de las a-amilasas. El extremo no reductor

del carbohidrato se encuentra del lado izquierdo. La flecha indica el sitio de corte.

Los diferentes patrones de accion de las a-amilasas han sido explicados a partir del
numero de subsitios en el sitio activo de la enzima, asi como las distintas afinidades de cada

uno de los subsitios por el residuo glucosilo que une.

2.2.2 Mecanismo catalitico de las o.-amilasas

Las o-amilasas cortan enlaces glicosidicos a— 1,4 con una retencién neta de la
configuracioén del carbono anomérico, por lo que el extremo reductor formado después del
corte del sustrato es liberado en la configuracion a. Este mecanismo es compartido por todas
las glicosidasas que retienen la configuracion del carbono anomérico (fig. 2.1) y consta de
tres pasos. El primer paso es la protonacion del oxigeno glicosidico por un donador de protén
(Glu) seguido de un ataque nucleofilico en el C1 del residuo de glucosa ubicado en el subsitio
-1, dicho ataque se encuentra a cargo del nucledfilo catalitico (Asp). Después de que la parte
“aglicon” del sustrato es liberada, una molécula de agua es activada, presumiblemente por el
Glu, ahora desprotonado. Esta molécula de agua hidroliza el enlace covalente existente entre
el oxigeno del nucleofilo y el C1 del residuo de glucosa, completando asi el ciclo catalitico.
El tercer acido conservado en el sitio activo, otro residuo Asp, no juega un papel directo en el
mecanismo catalitico, pero se sabe que es importante para la catalisis ya que se encuentra
involucrado en la unién y distorsion del sustrato, asi como en la elevacion del pKa del residuo

Glu por medio de interacciones electrostaticas (Nielsen er al., 2000).
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2.2.3 a-Amilasas licuefactantes y sacarificantes

Las a-amilasas pueden clasificarse como licuefactantes o sacarificantes en funciéon
del poder reductor que generan en la hidrolisis exhaustiva del almidon. Las o-amilasas
sacarificantes producen un incremento en el poder reductor de aproximadamente el doble del
producido por las enzimas licuefactantes para una misma conversion de almidon; de esta
manera, mientras que las tltimas generan oligosacaridos de cuatro o mas unidades de glucosa
como productos de la hidrolisis, las sacarificantes son capaces de generar productos de menor
peso molecular como G2 y G3. Por lo general, las a-amilasas licuefactantes son de origen
bacteriano (ej. B. licheniformis y B. stearothermophilus) mientras que las sacarificantes son
de origen fungal (ej. A. niger y A. oryzae). Se ha demostrado que son sobre todo las o-
amilasas sacarificantes las que pueden llevar a cabo reacciones de transferencia, ademas de la

reaccion principal de hidrolisis (Saab-Rincon et al, 1999).

2.2.4 Sacarificacion como resultado de la combinacion de las actividades

hidrolitica y transglicosidica de algunas o.-amilasas.

Como ya se menciond, existen enzimas exo-amiloliticas que hidrolizan el almidén a
partir del extremo no reductor generando principalmente maltosa y glucosa, ejemplo de ello
son la B-amilasa (familia 14 de las glicosidasas) y la glucoamilasa (familia 15). La generacion
de productos de bajo peso molecular en estos casos resulta logica. A pesar de que las a-
amilasas son endoenzimas que hidrolizan de manera azarosa, algunas de ellas, las
sacarificantes, son capaces de generar productos de bajo peso molecular y son estas mismas
amilasas las capaces de llevar a cabo reacciones de transglicosilacion en adicién a su reaccion
principal de hidrolisis.

Por otro lado, dentro de la familia de la a-amilasa también se encuentran enzimas
que son principalmente transglicosidicas, tal es el caso de la ciclodextrin-glicosil-transferasa
(CGTasa), la cual genera ciclodextrinas a partir del almidon por medio de una
transglicosilacion intramolecular (van der Veen ez al., 2000).

En 1997, Del-Rio ef al. propusieron, a partir de un analisis filogenético, la hipotesis
de que la a-amilasa y la CGTasa divergieron de un ancestro comin y que la CGTasa
evolucionod a partir de la a-amilasa para lograr una mas eficiente degradacion del almidén.
Como hipdtesis secundaria generada a partir del estudio experimental y de andlisis de

secuencias realizados, se propuso también que la combinacion de las actividades de hidrdlisis
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y transferencia en las o-amilasas sacarificantes, es la responsable de la degradacion mas
eficiente del almidon y por lo tanto de la produccion de oligosacéaridos de bajo peso molecular
(Del-Rio ez al., 1997).

Asi, en una primera etapa del presente proyecto y con el objetivo de explorar el efecto
de la combinacidén de la actividades de hidrolisis y de transferencia, se compar6 el poder
reductor y el perfil de productos resultantes del trabajo en conjunto de una o-amilasa
licuefactante (no transglicosidica) como la de B. licheniformis y una transferasa natural
(CGTasa de B. macerans) con los obtenidos de las enzimas por separado, con el resto de las

variables iguales, sobre la molécula de almidon.

2.2.5 Usos industriales de las o-amilasas

Las a-amilasas son utilizadas en un considerable numero de procesos industriales
incluyendo el proceso de licuefaccion de almidon dentro de la conversion de dicho sustrato en
jarabes ricos en glucosa y fructosa. También son usadas como reemplazo parcial de la malta
en la industria cervecera, para la mejora de harinas en la industria panadera y para la
producciéon de almidones modificados en la industria del papel. Adicionalmente, son
utilizadas para remover el almidéon en la manufactura de textiles y como aditivos en
detergentes (Gupta et al, 2003; Kirk et al., 2002; Nielsen et al., 2000).

Dentro de las aplicaciones mencionadas, la industria del procesamiento de almidén es
de las mas importantes y actualmente requiere del uso de varias enzimas: el primer paso es la
licuefaccion del almidon a cargo de la a-amilasa de B. licheniformis, del cual se generan
maltodextrinas de diversos pesos moleculares. Es importante hacer énfasis en la necesidad de
gelatinizar el almidon para convertirlo en sustrato adecuado para las enzimas amiloliticas. La
gelatinizacion del almidon es un proceso de hidratacion y solubilizacién de los granulos de
dicho polimero a altas temperaturas (70-90°C) con la formacién de una solucion viscosa.
Después de este paso prioritario y de la licuefaccion del almidon, que involucra una hidrélisis
parcial y una disminucion de la viscosidad, la o las enzimas a utilizarse dependen del
producto final que se desee obtener. Para la produccion de glucosa, por ejemplo, se utiliza una
glucoamilasa después del proceso de licuefaccion para finalizar la hidrolisis y lograr la
obtencion de glucosa; si el producto final deseado es un jarabe alto en fructosa, se utiliza
ademaés la enzima glucosa isomerasa después del uso de la glucoamilasa (Crabb er al,, 1997; Haki e
al., 2003).

En este rubro en particular, seria altamente atractivo contar con una sola enzima

capaz de hidrolizar el almidon hasta glucosa mayoritariamente y capaz también de llevar a
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cabo el proceso de catdlisis a las altas temperaturas requeridas en el proceso de la
gelatinizacion del almidon.

En adicién a las aplicaciones industriales ya mencionadas, las o-amilasas
sacarificantes, gracias a su capacidad transglicosidica, tienen un gran potencial de aplicacion

en la obtencion industrial de productos de transferencia especificos de alto valor agregado.

2.2.6 a-Amilasas en reacciones de transferencia

Si bien existen muchos reportes concernientes a la utilizacién de varias glicosidasas
para llevar a cabo reacciones de transferencia, existen algunos inconvenientes en la
utilizacion de dichas enzimas.

Dentro de las ventajas de la utilizacion de oa-amilasas para reacciones de
transferencia, destaca el hecho de que por lo general las a-amilasas son de alta disponibilidad
comercial y actian sobre almidon, sustrato ampliamente distribuido en la naturaleza o sobre
sustratos originados de éste y facilmente obtenibles, como maltodextrinas, oligosacaridos, etc.

Debido a estas ventajas y dentro del rubro de la investigacion de glicosidasas en
reacciones de transferencia, existen varios reportes concernientes a este tipo de reacciones
llevadas a cabo por a-amilasas. A modo de ejemplo de estas investigaciones, podemos citar a
Allen y Thoma que, en 1978, reportaron un estudio sobre la degradacion de maltotriosa por la
a-amilasa de Aspergillus oryzae, proceso que, tal y como reportaron, involucra multiples
reacciones de transglicosilacion (Allen, 1978). En 1990, Graber y Combes reportaron que esta
misma enzima era capaz de utilizar maltotetraosa para llevar a cabo reacciones de
transglicosilacion y que su capacidad transglicosidica aumentaba con la concentracion del
sustrato.

Se ha reportado que la o-amilasa de Bacillus subtilis es capaz de llevar a cabo
reacciones de glicosilacion de compuestos fendlicos como la hidroquinona a partir de
maltopentaosa como donador de residuos glicosilo (Nishimura et al., 1994).

Mas recientemente, se reportd que la o-amilasa pancredtica humana es capaz de
llevar a cabo reacciones de transglicosilacion a partir de derivados nitrofendlicos de maltosa y
maltotriosa (Damager et al., 2004).

Por otro lado, también se han reportado a-amilasas fungales capaces de llevar a cabo
reacciones de alcohdlisis a partir de almidon con la generacion de alquil-glicosidos,
moléculas con capacidad surfactante y con potencial aplicacion en diversos procesos
industriales (Larsson er al., 2005; Santamaria et al., 1999) aunque, cabe sefialar, que en el rubro especifico

de reacciones de alcoholisis, las investigaciones que involucran a-amilasas son muy escasas.
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En el grupo de trabajo se ha investigado la capacidad para llevar a cabo reacciones de
transglicosilacion a partir de a-amilasas, uno de los rubros estudiados es el de la generacion
de alquil-glicésidos, en el que se concluyd que las a-amilasas sacarificantes son las que
llevan a cabo estas reacciones con mayor eficiencia. Sin embargo, tal y como se detallard mas
adelante en la seccion de resultados, de estas investigaciones se concluyé que seria muy
ventajoso contar con una o-amilasa termofilica para llevar a cabo reacciones de
transglicosilacion y que sea capaz de utilizar sustratos distintos al almidon, ya que éste genera

soluciones muy viscosas, de dificil manejo y caracterizacion.

2.2.7 a-Amilasas termofilicas

Se han aislado o-amilasas de una gran variedad de fuentes distintas como bacterias,
hongos, plantas y animales. Existe un nimero sorprendentemente alto de microorganismos
que sobreviven y, de hecho, estan adaptados a la vida a temperaturas desde 60 hasta incluso
mas de 100°C. Estos organismos elaboran enzimas que son, en general, mas activas a altas
temperaturas y madas termoestables que sus contrapartes mesofilas. En general, los
microorganismos eucariotas no viven por arriba de los 60°C mientras que existen procariotas
que pueden vivir incluso en temperaturas de ebullicion. Asi, no es de sorprenderse que de las
a-amilasas termofilicas que se han caracterizado, son mas termoestables las procedentes de
bacterias termofilicas que las de hongos termofilicos (Kindle, 1983).

La razén principal para seleccionar enzimas de organismos termofilicos es su alta
estabilidad, caracteristica que las hace atractivas para diversos procesos industriales. La
utilidad de estas enzimas en distintas aplicaciones no se debe s6lo a su termoestabilidad, sino
también su mayor estabilidad ante otras condiciones extremas, como un pH alto o bajas
concentraciones de agua (Haki e al., 2003, Vicille et al., 2001, Zentgraf,1992) . Por otro lado, es mas
probable que estas enzimas resistan la presencia de solventes organicos o detergentes en el
medio de reaccion y sean mas resistentes ante ataques proteoliticos.

Una ventaja adicional del uso de estas enzimas es el riesgo reducido de contaminacion
de las soluciones de reaccion; las temperaturas superiores a 70°C son suficientemente altas
para eliminar practicamente todas las bacterias patogenas que, por lo general, ocasionan
problemas en procesos de alimentos. Por otro lado, el uso de enzimas termoestables en
procesos de produccion implica la ventaja de aminorar la viscosidad de los fluidos del
proceso. Ademas, es posible la solubilizacion de una mayor cantidad de sustrato a altas
temperaturas, lo cual puede cambiar el equilibrio de la reaccion hacia mayores rendimientos

de producto (Bruins ez al., 2001).
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En la tabla 2.4, se resumen las propiedades de algunas oa-amilasas termofilicas de

diferentes microorganismos.

Tabla 2.4. a-Amilasas termofilicas de diferentes microorganismos, su temparatura y pH optimos (Haki et

al., 2003, Kindle, 1983).

Organismo Temp. optima (°C) PpH optimo
Bacillus amyloliquefaciens 70 7.0
Bacillus licheniformis 100 6.0-6.5
Bacillus stearothermophilus 70-80 5.0-6.0
Bacillus subtilis 70 7.0
Lactobacillus manihotivorans 55 5.5
Myceliophthora thermophila 100 5.6
Pyrococcus furiosus 100 5.5
Pyrococcus woesei 100 6.5-7.5
Staphylothermus marinus 65 5.0

Sulfolobus solfataricus - -

Thermococcus aggreganes 100 55
Thermococcus celer 90 5.5
Thermococcus fumicolans 95 4.0-6.3
Thermococcus hydrothermalis 85 4.8-7.8
Thermomyces lanuginosus 60 5.6
Thermococcus profoundus 80 4.0-5.0
Thermotoga maritima AmyA 85 7.0
Thermoactinomyces vulgaris 70 5.0
Thermonospora curvata 65 5.5-6.0
Thermonospora vulgaris 60 6.0
Aspergillus niger 60 5.5-6.0

Dentro de las enzimas de la tabla 2.4, la a-amilasa de T. maritima, ademas de ser de
las mas termofilicas, es una amilasa sacarificante y, por lo tanto, capaz de llevar a cabo
reacciones de transferencia. Cabe mencionar ademads, que en el grupo de Ingenieria de

Proteinas del IBt se cuenta con el genoma de Thermotoga maritima MSBS.
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2.3 Thermotoga maritima MSBS.

Thermotoga maritima es una bacteria no formadora de esporas, con forma de barra y que
pertenece al orden Thermotogales. Este microorganismo fue aislado originalmente de
sedimentos marinos geotermales en Vulcano, Italia y tiene una temperatura de crecimiento
optima de 80°C. T. maritima es capaz de metabolizar muchos carbohidratos simples y
compuestos incluyendo glucosa, sacarosa, almidon, celulosa y xilano (Huber er al, 1986). El
genoma de este microorganismo es un cromosoma circular Unico que consiste de 1,860,725
pares de bases y tiene un contenido promedio de G + C del 46%. Aproximadamente 25% del
genoma es de naturaleza archea (Nelson ez al, 1999) y del total de sus 1917 genes, el 97% son
genes codificantes de proteinas, de los cuales, el 67% tienen una categoria funcional asignada

(http://cmr.jcvi.org/cgi-bin/CMR/GenomePage.cgi?org=btm).
2.3.1 Enzimas amiloliticas de Thermotoga maritima

Dentro de los hipertermofilos con datos disponibles de secuencia genomica,
Thermotoga maritima posee el mayor numero de glicosidasas identificables y aparentemente
tiene la capacidad enzimatica para degradar una gran variedad de o- y 8- glucanos, asi como
varias hemicelulosas (Chhabra er al., 2002). La tabla 2.5 resume algunas de las glicosil hidrolasas

identificadas, caracterizadas y producidas por esta bacteria.

Tabla 2.5 . Glicosil hidrolasas de la bacteria hipertermofilica Thermotoga maritima.

Familia Enzima Referencia
2 [-galactosidasa Kim et al., 2004
B-manosidasa Bauer et al., 1998
P-glucuronidase Salleh et al.; 2006
3 B-glucosidasa Goyal et al., 2001
4 a-glucosidasa Lodge et al., 2003
10 Xilanasa A Wassenberg et al., 1997
Xilanasa B Jiang et al., 2004
12 Endoglucanasa A Lieb et al., 1996
Endoglucanasa B Lieb et al., 1996
13 a-amilasa AmyA Liebl et al., 1997
a-amilasa AmyB Lim et al.; 2003
Pululanasa Kriegshauser ef al., 2000
a-4-glucan glucotransferasa Roujeinikova et al., 2002

21



16 Laminarinasa Bronnenmeier et al., 1995

32 B-fructosidasa Alberto et al.; 2003
36 a-galactosidasa Comfort et al, 2007
38 a—manosidasa Nakajima et al., 2006
57 a-amilasa AmyC Ballschmiter et al., 2006

Dickmanns et al., 2006

0?7 a-glucuronidasa Suresh et al., 2003

2.3.2 oa-Amilasa de 7. maritima (Amy A)

En 1997, Liebl y colaboradores reportaron la identificacion y caracterizacion parcial
de la a-amilasa de 7. maritima AmyA, una enzima capaz de generar productos de bajo peso
molecular a partir de la hidrolisis del almidéon a temperaturas de 80-85°C. Los autores
lograron la expresion de la enzima en E. coli y la reportaron como una proteina de 553
aminoacidos y una masa molecular de 64, 706 Da. Los 18 residuos del extremo amino
terminal aparentemente representan un péptido sefial para la iniciacion de la translocacion a
través de la membrana citoplasmica. Dicha secuencia estd compuesta mayoritariamente de
residuos cargados positivamente seguidos de aminodcidos hidrofébicos. Por otro lado,
reportaron que la enzima es capaz de hidrolizar amilosa, almidéon y amilopectina, mientras
que no hidroliza el pululano. Los productos principales de la hidrdlisis de amilosa y almidon
resultaron ser glucosa y maltosa. La maxima actividad registrada por los autores fue bajo
condiciones de pH 7 y temperatura de 85-90°C. La actividad enzimatica resultd ser
dependiente de calcio como ocurre con una gran cantidad de a-amilasas, aunque una adicion
de calcio a una concentracion de 10 mM result6 en una inhibicion de la actividad a 80°C. Por
otro lado, los autores reportaron también un aumento de actividad enzimatica al afiadir NaCl
al medio de reaccion (Lieb eral., 1997).

En la busqueda de una a-amilasa con potencial para llevar a cabo reacciones de
transferencia bajo distintas condiciones de reaccion, AmyA es sin duda una posibilidad
atractiva a explorar debido no sélo a que es una enzima sacarificante —condicién que, como
ya se discutid anteriormente, es necesaria para poder llevar a cabo reacciones de
transferencia-, sino también a su caracter termoéfilo, asociado también a una mayor estabilidad
a distintas condiciones del medio de reaccion.

Asi, la mayor parte del presente proyecto se enfoco en la caracterizacion de AmyA en
reacciones de transferencia resultando ser, como se reportard posteriormente, una enzima con

gran capacidad y versatilidad transglicosidica.
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Debido a que esta enzima no se encuentra disponible comercialmente y el cultivo de
T. maritima es particularmente dificil por las condiciones de alta temperatura, alta presion y
anaerobiosis necesarias y, por otro lado, a que es sabido que los niveles de expresion de la
enzima en el microorganismo son bajos, resulta evidente que para la realizacion de este

estudio, es necesaria la expresion heterdloga de la enzima.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general
Estudiar la capacidad transglicosidica de distintas enzimas amiloliticas y su relacion

con una degradacion mads eficiente del almidon y la capacidad para la formacion de

glucodsidos.

3.2 Objetivos particulares

* Estudiar el efecto de combinar las actividades de la a-amilasa de B. licheniformis y la

CGTasa de B. macerans sobre los productos de degradacion del almidon.

* Aprovechar la actividad de transglicosilacion de las a-amilasas sacarificantes en

reacciones de alcoholisis con almidon y maltodextrinas.

* Analizar el tipo de productos y la especificidad de las a-amilasas sacarificantes en

presencia de almidon, maltodextrinas y oligosacaridos.

¢ Identificar productos de interés, generados en las reacciones antes mencionadas.
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4. HIPOTESIS

La combinacion de las actividades hidrolitica y transglicosidica provenientes de dos
enzimas o presentes en una sola, resulta en una degradacion mas eficiente del almidon y dicha

actividad transglicosidica permite la formacién compuestos glicosidados de diversa indole.
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5. MATERIALES Y METODOLOGIA

5.1 Enzimas y reactivos

* o-amilasa de B. licheniformis, Termamyl 120L de Novozymes A/S (D.F., México)

* (CGTasa de B. macerans de Amano (Elgin, IL, USA)

* o-amilasa de 4. niger, Suavizyme

*  Almidon soluble, Sigma Aldrich S9765 (St. Louis, MO, USA)

* Maltodextrinas (Amidex, 20 DE) de Productos Arancia (Edomex, México)

* o-y p- ciclodextrinas de AMAIZO (Hammond, IN, USA)

* Glucosa, maltosa, maltotriosa, maltotetraosa, maltopentaosa, maltohexaosa y

maltoheptaosa, Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

5.2 Actividad enzimatica

La actividad enziméatica de las a-amilasas se determind mediante la cuantificacion del
poder reductor liberado a partir de almidén por el método del &cido 3,5 dinitrosalicilico
(DNS) con glucosa como estandar (Rivera er al,, 2003). Las reacciones se llevaron a cabo en una
solucion (10.5 ml) de almidén 1.2% w/v (12 mg/ml). Para la a-amilasa de B. licheniformis se
utilizo buffer de fosfatos 30 mM y CaCl, 3mM a 60°C y pH 6; para la a-amilasa de 4. niger
se utilizo buffer de acetatos 50 mM a 60°C y pH 4 y, finalmente, para la a-amilasa de T.
maritima se utilizé buffer TRIS-BIS-HCI 50 mM con 150 mM de NaCl y 2 mM de CaCl, a
85°CypH7.

El monitoreo se realizd cada dos minutos durante los primeros 10 minutos de la
reaccion. Una unidad de actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima
requerida para liberar 1 wmol de equivalentes de glucosa por minuto. Cabe aclarar que el
método de DNS se utilizod en el presente proyecto para medir la actividad de las a-amilasas,
con el objetivo de estandarizar dicha actividad en las reacciones.

Por otro lado, la actividad de la CGTasa se midi6 por el decremento del color del yodo
con amilosa en funcién del tiempo. Una unidad de actividad enzimatica se definié6 como la

cantidad de enzima capaz de producir una reduccion del 1% de absorbancia (Agso) por minuto

(Terada et al., 2001).
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5.3 Determinacion de proteina

La determinacion de la concentracion de proteina de las o-amilasas de se llevo a cabo por

el método de Lowry (Lowry et al., 1951) con alblimina sérica bovina como proteina estandar.

5.4 Combinacion de las actividades hidrolitica y transglicosidica
de la oa-amilasa de B. licheniformis y la CGTasa de B.

macerans.

La actividad enzimatica de la a-amilasa de B. licheniformis fue de 13.18 U/ml, mientras
que la actividad de la CGTasa de B. macerans resulto ser de 6.8 U/ml.

Se llevaron a cabo reacciones con la a-amilasa y la CGTasa por separado, asi como con
una combinacién de ambas. Todas las reacciones con almidén se llevaron a cabo en una
solucion de almidon al 1.2% w/v en buffer de fosfatos 30 mM y CaCl, 3mM, en un volumen
total de 10 ml a 60°C y pH 6. La a-amilasa se afiadié a una concentracion de 0.1 ul/ml y la
CGTasa a 0.6 ul/ml. El monitoreo de la reaccion se realizé durante 30 minutos (después del
cual no se observdé aumento en azlicares reductores). Las reacciones con maltodextrinas (20
DE) se llevaron a cabo a una concentracion de 15% w/v (150 mg/ml) bajo las mismas
condiciones descritas anteriormente para las reacciones con almidén. Los productos de todas

las reacciones fueron analizados por HPLC.

5.5 Caracterizacion de reacciones de transferencia con la o-

amilasa de A. niger a partir de almidon y maltodextrinas.

5.5.1 Perfil de productos de hidrolisis a partir de maltodextrinas

Se determiné el perfil de productos obtenidos de las reacciones de hidrolisis con la a-
amilasa de 4. niger a partir de maltodextrinas al 15% w/v en buffer de acetatos 50 mM (pH 4)
y un volumen total de 10 ml. La enzima se afadié a concentraciones de 6.5, 9.1 y 12.1 mg de
proteina / ml de reaccion y la reaccion se mantuvo a 60 °C durante 5 horas. Los compuestos

obtenidos fueron analizados por cromatografia en capa fina.
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5.5.2 Reacciones de alcohdlisis a partir de metanol y almidon

/maltodextrinas

Se llevaron a cabo reacciones de alcoholisis a partir de almidén al 6% w/v y 20% v/v de
metanol en un volumen total de 10 ml de buffer de acetatos 50 mM (pH 4) y una
concentracion de enzima de 6 mg de proteina /ml, a 60 °C. Por otro lado, las reacciones de
alcohdlisis con maltodextrinas se realizaron bajo las mismas condiciones descritas en este
mismo inciso de pH y temperatura, pero con una concentracion inicial de maltodextrinas del
15% wi/v, concentraciéon de la enzima 9 mg de proteina / ml de reaccién y conentraciones
iniciales de metanol de 1, 3, 5, 10, 20, 30 y 40% v/v. En todos los casos la reaccion continud
durante cinco horas, después de las cuales los productos de reaccién fueron analizados por

cromatografia en capa fina.

5.6 Caracterizacion de las reacciones de transferencia con la o-

amilasa de Thermotoga maritima (Amy A).

5.6.1 Amplificacion del gen

La libreria de DNA de Thermotoga maritima fue generosamente provista por el Dr.
Enrique Morett. Tomando como base la secuencia de la enzima y los procedimientos
reportados por Liebl et al. (1997), se disefiaron los siguientes oligos:

5'CGG AGG CAT ATG AAG GTT GTG AAG AAG CC 3’

5'CGA TCC AAGCTT CACTTT TTG AAA ATG TAC GC 3’

Las lineas continua y punteada subrayan los sitios de corte de las enzimas de restriccion
Ndel y Hindlll, respectivamente.

Con estos oligos sintetizados y el templado de DNA, se llevd a cabo una reaccion de PCR
con Expand ®, que ademas de la polimerasa, posee una enzima de correccion. El producto de

PCR fue purificado del medio de reaccion con un kit de purificacion de productos

amplificados por PCR, marca Roche.
5.6.2 Clonacion en un vector de expresion
Se construy6 un plasmido a partir de la insercion del producto de PCR en el vector pET3a

de Novagen. El vector pET 3a con que se contaba tenia un inserto que no era de nuestro

interés, sin embago, con el objetivo de obtener suficiente cantidad del vector, se transfomaron
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por electroporacion células de E. coli XLBue (Stratagene) con este plasmido. Las células
transformadas se recuperaron y se sembraron en medio LB liquido con 200 pug/ml de
ampicilina. Después de una incubacion a 37°C durante aproximadamente 10 horas, se
centrifugd el medio y se purificod el pldsmido con un kit de purificacion. Posteriormente, se
llevaron a cabo las reacciones de digestion con las enzimas de restriccion Ndel y Hindlll
tanto del inserto como del plasmido; en este ultimo caso, se logro obtener el vector pET3a sin
ningun inserto para la posterior ligacion con el inserto de interés.

El vector (de aproximadamente 4500 pb) se purificd con un gel de agarosa preparativo y
un kit de purificacion después de lo cual se llevd a cabo una reaccion de desfosforilacion del
vector con fosfatasa alcalina y un nuevo paso de purificaciéon. Una vez que se contaba con el
inserto (amy A) y el vector pET3a puros, se llevo a cabo la reaccion de ligacion con la enzima
ligasa y una incubacion de aproximadamente 12 horas a 16°C. Las ligaciones se concentraron
con butanol, después de lo cual se llevo a cabo una centrifugacion, se removi6 la mayor parte

del liquido y las muestras se secaron y se resuspendieron en 5 ul de agua.

5.6.3 Transformacion en E. coli

Se realizé una electroporacion a células de E. coli XL1 Blue con 2 ul de la muestra
obtenida de la ligacion. Las células electroporadas se recuperaron con 1 ml de medio LB y se
incubaron a 37°C durante 1 hora. De este cultivo, se platearon 100 ml a cajas con LB y 200
ug/ml de ampicilina y dichas cajas se incubaron a 37°C durante toda la noche.

De las colonias que crecieron, se seleccionaron cinco al azar y se transfirieron a medio
LB liquido; después de un periodo de incubacion se realiz6 una reaccion de PCR de colonia.
De las reacciones de PCR realizadas provenientes de cinco colonias diferentes, cuatro
generaron productos de PCR del tamafio esperado (1.5 Kb). Por ultimo, se llevo a cabo una

transformacion de células de E. coli BL21 con el plasmido purificado.

5.6.4 Expresion de la proteina y ensayo de actividad

Las células de E. coli BL 21 transformadas con el plasmido purificado se recuperaron con
1 ml de medio LB y se sembraron en 5 ml de medio LB liquido con ampicilina (200 ug/ml);
las células se incubaron a 37°C hasta alcanzar una densidad optica (D.O.) de 0.4, después de
lo cual se indujeron con IPTG a una concentracion final de 0.5 mM. Las células fueron
incubadas toda la noche a 30°C. Se tom6 1 ml del cultivo y se centrifugd a 3800 rpm durante
15 minutos a 4°C; después de eliminar el sobrenadante, el pellet se resuspendié en 100 ul de

agua y se realizé una sonicacion. Después de este proceso, las muestras se prepararon para
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llevar a cabo una electroforesis SDS-PAGE (adicion del buffer de carga y calentamiento a
90°C durante 5 minutos). Se llevo a cabo una segunda centrifugacion a 14000 rpm durante 1
minuto. Se cargaron 5 ul del sobrenadante en el gel de eletroforesis (fraccion soluble) y, por
otro lado, se cargaron 5 ul de la solucién resultante de la resuspension del pellet (fraccion
insoluble).

Después de comprobar que la enzima se encontraba en la fraccion soluble, se realizd un
ensayo de actividad a partir de almidon. Se centrifugaron 5 ml de cultivo y se separaron las
células para un proceso de sonicacion en un volumen final de 250 ul. Posteriormente, se
tomaron 100 ul del extracto enzimatico y se afiadieron a una solucion de almidén al 4% w/v
en buffer BIS-Tris 50 mM, pH 7, con 2 mM de CaCl, y 150 mM de NaCl. La reaccién se
llevo a cabo a 80°C durante 3 horas. Los productos de reaccion fueron analizados por

cromatografia en capa fina en la cual se observo una actividad enziméatica sacarificante.

5.6.5 Purificacion de la enzima

Se llevo a cabo una transformacion de células E. coli BL 21 con el plasmido de interés
purificado y las células se incubaron en 100 m de medio LB con ampicilina (200 ug/ml) a
37°C hasta alcanzar una D.O. de 0.4-0.7 (600 nm). Con este cultivo se inoculd 1 L de medio
LB con la misma concentracion de ampicilina a la misma temperatura y hasta alcanzar una
D.O. de 0.5-0.7 (600 nm). La induccion de la enzima se realiz6 con IPTG (50 mM) y el
cultivo se incubd a 30°C durante 5 horas. Después de este tiempo, se llevdo a cabo una
centrifugacion a 3000 rpm durante 15 minutos a 4°C y las células asi separadas fueron
resuspendidas en 12 ml de buffer BIS-TRIS- HCI 50 mM con 1 mM de CaCl, y 1 mM de
NaCl a pH 7. Después de un proceso de sonicacion, se realizé una centrifugacion a 8000 rpm
durante 30 min a 4° C y se deshecho el pellet. El sobrenadante fue sometido a un tratamento
térmico a 70° C durante 30 min y después de otra etapa de centrifugacion a 8000 rpm durante
15 min a 4° C, se recuper6é nuevamente el sobrenadante. Se realizo una dialisis de la muestra
en una bolsa de dialisis con limite maximo de poro de 30 KDa; la muestra se mantuvo en este
proceso durante 12 horas a 4° C, con agitacion constante. Una vez terminado el proceso de
dialisis, se llevdo a cabo una precipitacion con sulfato de amonio al 75%, la muestra se
mantuvo con la sal a agitacion constante durante 2 h y posteriormente se sometié a una
centifugacion a 3900 rpm, durante 10 miny a 4° C.

El ultimo paso de purificacion correspondié a una cromatografia por filtracion en gel,
para la cual se utilizé una columna de Superosa y se eluyd la muestra con buffer TRIS- BIS-
HCI1 50 mM, con 1 mM de NaCl y 1 mM de CaCl, a un flujo de 0.3 ml/min (0.95 MPa). De

las fracciones obtenidas, se seleccionaron las fracciones correspondientes a los picos mas
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altos del cromatograma. Asi, se realiz6 un ensayo cualitativo de actividad con 20 ul de 7
fracciones distintas en una solucién de 0.5 ml de almidén al 6%. Se llevd a cabo un gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) de las fracciones en donde se registr6 actividad, asi como de la
muestra obtenida antes de la cromatografia y en dicho gel se observo una banda mayoritaria
correspondiente a 60 KDa. Por ultimo, se determin6 el contenido de proteina y la actividad

especifica de la enzima purificada, tal y como se describio6 en los apartados correspondientes.

5.6.6 Perfil de productos a partir de almidon y maltodextrinas

Se determiné el perfil de productos obtenidos de las reacciones de hidrolisis con la a-
amilasa de 7. maritima a partir de almidon y maltodextrinas en un Thermomixer Compact
(Eppendorf). Los sustratos fueron hidrolizados a concentraciones iniciales de 1.2, 2, 4 y 6%
w/v de almidén 6 2, 6 y 15% w/v de maltodextrinas en 1 ml de buffer TRIS-BIS-HCI 50 mM
con 150 mM de NaCl y 2 mM de CaCl, a 85 °C y pH 7 utilizando 0.5 U/ml de la enzima.
Después de 24 h de reaccion, los productos generados fueron analizados por CCF y HPLC.
Las condiciones especificas para cada una de estas metologias de andlisis, se detallan

posteriormente, en los apartados correspondientes.

5.6.7 Reacciones de tranglicosilacion a partir de maltosa.

Las reacciones de transglicosilacion a partir de maltosa se llevaron a cabo utilizando 1
U/ml de Amy A en un Thermomixer Compact (Eppendorf) en una soluciéon de 1 ml de buffer
TRIS-BIS-HCI 50 mM con 150 mM de NaCl y 2 mM de CaCl, a 85 °C y pH 7, con
conconcentraciones iniciales de maltosa de 6 y 15% w/v. Se tomaron muestras de las

reacciones durante 24 h y los productos generados fueron analizados por CCF y HPLC.

5.6.8 Reacciones de transglicosilacion a partir de malto-oligosacaridos.

Se utilizaron malto-oligosacaridos puros de 2 a 7 unidades de glucosa como sustratos de
AmyA en reacciones de transferencia. Cabe aclarar aqui que cuando hablamos de G2, G3,
G4, etc. como sustratos, nos referimos a maltosa, maltotriosa y maltotetraosa puros,
respectivamente. Sin embargo, al hablar de G2, G3, etc., como productos de las reacciones de
Amy A, nos es imposible referirnos a los malto-oligosacaridos puros ya que, como se
demostrara mas adelante, la enzima es capaz de generar disacéridos distintos a la maltosa, asi

como también probablemente malto-oligosacaridos de mayor peso molecualr distintos a la
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maltotriosa, maltotetraosa, etc. Asi, cuando hablamos de productos de Amy A, G2 implica la
presencia de disacaridos, G3 de trisacaridos y asi sucesivamente.

Se llevaron a cabo reacciones de transglicosilacion a partir de G2, G3, G4, G5, G6 y G7
utilizando 1 U/ml de la enzima en un Thermomixer Compact (Eppendorf) en una solucién de
1 ml de buffer TRIS-BIS-HCI1 50 mM con 150 mM de NaCl y 2 mM de CaCl, a 85 °C y pH
7. La concentracion inicial del oligosacérido puro en la reaccion correspondiente fue de 2%
w/v. Se tomaron muestras de las reacciones después de 10 min y 24 y 48 h y los productos
fueron analizados por CCF y HPLC. Se llevo también a cabo una reaccién con Amy A
utilizando maltosa al 6% w/v y G7 al 2% w/v en la misma reaccion bajo las mismas
condiciones descritas para las demas reacciones de transglicosilacion. Las muestras fueron
analizadas cada diez minutos durante una hora y después de 10 horas, por cromatografia en

capa fina.

5.6.9 Determinacion de la presencia de neotrehalosa como producto en las

reacciones de transferencia

Para la identificaciéon de la neotrehalosa generada por Amy A en reacciones de
transferencia, se llevd a cabo una reaccion con G2 al 15% w/v y G7 al 2% w/v con 10 U/ml
de la enzima en un Thermomixer Compact (Eppendorf) en una solucion de 1 ml de buffer
TRIS-BIS-HCI1 50 mM con 150 mM de NaCl y 2 mM de CaCl, a 85 °C y pH 7 y los
resultados fueron analizados por HPLC, tal y como se describe en el apartado
correspondiente. La purificacion del producto se llevé a cabo a partir de una segunda reaccioén
bajo las mismas condiciones que la primera descrita, seguida de una reaccioén con la enzima
glucoamilasa (seccion 4.6.14) y la inyeccidon de la reaccion en el equipo de HPLC con una
columna preparativa bajo las condiciones que se describiran mas adelante. Se llevo a cabo
una reaccion con maltosa al 6% w/v, con 10 U/ml de la enzima en un Thermomixer Compact
(Eppendorf) en una solucion de 1 ml de buffer TRIS-BIS-HCI 50 mM con 150 mM de NaCl y
2 mM de CaCl, a 85 °C y pH 7 y la neotrehalosa y demés disacaridos resultantes fueron
cuantificados por HPLC. Dicha cuantificaciéon volvioé a llevarse a cabo después de la reaccion

de los productos con la enzima glucoamilasa.

5.6.10 Analisis por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) para la

identificacion de neotrehalosa

El analisis por RMN registrd en un Espectrémetro RMN Varian Unity a 400 MHz para
'H NMR, 'H-'"H COSY, HMBC, HSQC, y 'H-'H TOCSY y 100 MHz para C NMR
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utilizando D,O como solvente. Los experimentos de RMN estan referidos a H,O y los

desplazamientos quimicos (8) estan reportados en ppm.

5.6.11 Reacciones de alcohdlisis con Amy A a partir de metanol y almidon

Se llevaron a cabo reacciones de alcoholisis utilizando 1 U/ml de Amy A en un
Thermomixer Compact (Eppendorf) en una solucion de 1 ml de buffer TRIS-BIS-HCI 50 mM
con 150 mM de NaCl y 2 mM de CaCl, a 85 °C y pH 7 con una concentracion inicial de
almidén del 6% w/v y concentraciones iniciales de metanol de 10, 20, 30 y 40% v/v. La

reaccion se detuvo después de 24 h y los productos fueron analizados por CCF y HPLC.

5.6.12 Reacciones de alcohdlisis con Amy A a partir de metanol y

maltodextrinas.

Las reacciones de alcoholisis a partir de maltodextrinas y metanol se condujeron bajo las
mismas condiciones descritas en el inciso anterior pero con una concentracion inicial de
maltodextrinas del 15% w/v. Los productos se analizaron por CCF y HPLC después de 24 h

de reaccion.

5.6.13 Reacciones de alcohdlisis con Amy A a partir de almidon y butanol.

Se llevaron a cabo reacciones de alcohdlisis utilizando 4 U/ml de la enzima en un
Thermomixer Compact (Eppendorf) en una solucién de 1 ml de buffer TRIS-BIS-HCI 50 mM
con 150 mM de NaCl y 2 mM de CaCl, a 85 °C y pH 7 con una concentracion inicial de
almidoén del 6% w/v y una concentracion inicial de butanol del 8% v/v. Después de 48 h de
reaccion, los productos fueron analizados por CCF y se sometieron a una reaccidon con
glucoamilasa (40 U/ml, 40°C, pH 7) con el objetivo de obtener inicamente glucosa y butil-

glucdsido como productos finales. Dichos productos fueron cuantificados por HPLC.

5.6.14 Reacciones con glucoamilasa para la cuantificacion total de los

productos.

Los productos resultantes de la accion de AmyA en reacciones de transferencia o
alcohdlisis fueron sujetos a la accion de la enzima glucoamilasa de A. niger (Sigma Aldrich).

La enzima fue directamente afiadida al medio de reaccion establecido para AmyA a una
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concentracion de 43 U/ml y las reacciones procedieron a 40°C durante 5h. Los productos

fueron analizados por HPLC.

5.7 Analisis de las reacciones por Cromatografia en Capa Fina

(CCF).

El anélisis de los productos por cromatografia en capa fina (CCF) se realizd en placas
para CCF Whatman de silica gel (10x10 cm y 200 wm de espesor). La fase mévil utilizada
fue una mezcla de etanol:butanol:agua (50:30:20) y el revelado se realizd con una solucion
alcoholica de a-naftol y acido sulfurico y un proceso de calentamiento a 100° C hasta ver el

revelado de los productos en la placa.

5.8 Analisis de las reacciones por HPLC.

El analisis de los productos se llevd a cabo por HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) con un cromatdgrafo Waters Millenium (600E) con detector de indice de
refraccion (Waters 410) e inyector automdatico (Waters 717 plus). Para cada andlisis, se
inyectaron muestras de 10 ul en una columna cromatografica Nova-Pak aminada 4.6 x 250
mm. Se utilizdé una mezcla acetonitrilo : agua (67:33 6 70:30) como fase movil a un flujo de
0.8 ml/min a 35°C. Se utilizaron glucosa, maltosa, malto-oligosacaridos, metil-glucésido y
butil-glucoésido como estdndares para crear las curvas de calibracion. Para la purificacion de
la neotrehalosa se utilizd una columna preparativa Bondapak NH,, 7.8 x 300 mm y una
mezcla acetonitrilo : agua (80:20) como fase moévil a un flujo de 1 ml/ml a 35°C y, por otro
lado, para la identificacion y cuantificacion de dicho producto se hizo uso de la columna
analitica aminada mencionada anteriormente, bajo el resto de las condiciones descritas con

excepcion de la fase movil, que fue de acetonitrilo : agua (80:20) a un flujo de 1ml/min.
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6. RESULTADOS Y ANALISIS

6.1 Combinacion de las actividades hidrolitica y transglicosidica
de la a-amilasa de B. licheniformis y la CGTasa de B.

macerans.

Como se menciond anteriormente, dentro del grupo de trabajo se ha propuesto que las
a-amilasas y las CGTasas divirgieron de un ancestro comin y que las CGTasas
evolucionaron de las a-amilasas con el objetivo de llevar a cabo una hidrolisis mas eficiente a
partir de almidon y de maltodextrinas. También se propuso que las a-amilasas sacarificantes
son capaces de llevar a cabo una degradacion de la molécula de almidon més extensa (con la
generacion de productos de bajo peso molecular), como consecuencia de una actividad
hidrolitica complementada con la actividad transglicosidica que poseen estas enzimas. Para
soportar esta hipodtesis, en una primera etapa del presente proyecto se estudio el resultado de
combinar la actividad de una enzima exclusivamente transglicosidica, como es la CGTasa,
con una o-amilasa primordialmente licuefactante, como la a-amilasa de B. licheniformis,
enzima ampliamente utilizada en distintos procesos industriales de modificaciéon de almidon
en donde la licuefaccion es uno de los pasos iniciales (Del-Rio ef al., 1997). Asi, en esta etapa del
proyecto se compard el perfil de productos obtenidos de la accién de ambas enzimas por
separado sobre la molécula de almidon y maltodextrinas, asi como el obtenido de la accion
combinada de las enzimas.

Tal y como se encuentra reportado en la literatura (Blakeney er al., 1985; Saito, 1973), la o~
amilasa de B. licheniformis tiene una accion licuefactante sobre la molécula de almidén y
generd G5 como producto mas abundante, seguido de G3 ) G2 ) Gl vy, finalmente, G4. En
total, se obtuvieron 9.3 mg/ml de oligosacaridos (G1-G5) como productos de la reaccion a
partir de 12 mg/ml de almidon, de modo que la conversion hasta productos resultod ser del

77.5%. Dichos resultados pueden observarse en la Tabla 6.1 y la Figura 6.1.

35



Tabla 6.1. Principales productos obtenidos de la accion de la a-amilasa de B. licheniformis'y la

CGTasa de B. macerans por separado y en accion conjunta en una solucion de almidon.

Producto | a-amilasa CGTasa o-amilase + CGTasa

Concentracion (mg/ml)

Gl 0.87 0.0 2.2
G2 1.7 0.0 4.1
G3 2.24 0.0 1.6
G4 0.82 0.0 1.1
G5 3.68 0.0 1.2

La concentracion de productos se reporta en mg/ml. Condiciones de reaccion: almidon 12 mg/ml
(1.2% w/v), T 60°C, pH 6, 30 min, 0.1 ul/ml de a-amilasa de B. licheniformis y 0.6 ul/ml de CGTasa

de B. macerans.
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Figura 6.1. Distribucion de los productos obtenidos de las reacciones con la a-amilasa y la accion
conjunta de la a-amilasa y la CGTasa a partir de almidon. La cuantificacion se llevo a cabo después de
30 min de reaccion en una solucion de almidon al 1.2%, T 60° y pH6. La a-amilasa se afiadié a una

concentracion (v/v) de 0.1 ul/mly la CGTasa a una concentracion (v/v) de 0.6 ul/ml.

Por otro lado, de la tabla 6.2 y la figura 6.2 puede observarse que, tal y como era de
esperarse (Tonkova, 1998), la CGTasa produce principalmente ciclodextrinas (CDs) a partir de
almidoén, resultando la a-ciclodextrina el producto principal (40%), seguido por la -
ciclodextrina (23%). Se sabe que en presencia de aceptores como glucosa, parte de la
actividad de la CGTasa resulta en la produccidén de malto-oligosacéridos, pero en este caso no
se observo la presencia de éstos después de 30 min de reaccion, ni se observo la presencia de

glucosa; estos resultados coinciden con los reportados por Terada ef al. (Terada et al., 2001).
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Tabla 6.2. Productos obtenidos después de 30 min de la reaccion de CGTasa de B. macerans en una

solucion de almidon.

Producto  Concentracion (mg/ml)

oa-ciclodextrina 4.8

p-ciclodextrina 2.75

Condiciones de reaccion: almidon 12 mg/ml (1.2% w/v), T 60°C, pH 6, 30 min, 0.6 ul/ml de CGTasa

de B. macerans.
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Figura 6.2. Cromatograma obtenido por HPLC de la reaccion de CGTasa sobre la molécula de
almidon. Linea continua: cromatograma obtenido después de 30 min de reaccion en una solucion de
almidon al 1.2%, T 60°C, pH 6 y 0.6 ul/ml de enzima. Linea punteada: cromatograma obtenido de la

solucion estandar de B-ciclodextrina.

En la figura 6.1 y tabla 6.1 se muestran también los resultados de la reaccion en
donde las actividades licuefactante de la a-amilasa y transglicosidica de la CGTasa actiian
conjuntamente. Para esta reaccion se selecciono una temperatura de 60° C, correspondiente a
la temperatura 6ptima de la CGTasa y a la cual la a-amilasa, que tiene una temperatura

6ptima mayor, conserva aproximadamente un 70% de actividad (70°C, pH 6) (Marchal et al,
1999).

Como puede observarse al comparar los resultados de la combinacién de actividades
contra los de la a-amilasa sola, la cantidad total y el perfil de productos obtenidos son
diferentes. La cantidad total de oligosacaridos obtenidos aumentd hasta el 85% y resultd
particularmente notorio el cambio en el perfil de productos obtenidos, generdndose una mayor
cantidad de G2 y G1 y disminuyendo la cantidad de G5 producida, malto-oligosacarido, éste
ultimo, generado primordialmente de la licuefaccion. Esta distrubucion de productos, que
claramente muestra una mayor generacion de oligosacéaridos de bajo peso molecular, parecido
al obtenido con a-amilasas sacarificantes, no puede ser obtenida a partir de la actividad de la

o-amilasa o de la CGTasa solas.
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Para demostrar que este perfil tampoco puede ser obtenido a partir de la acciéon secuencial
de la enzimas, se analizo el patrén de productos obtenido de la accién de la CGTasa sobre
maltodextrinas 20 DE, obtenidas de la previa accion licuefactante de la a-amilasa de B.
licheniformis.

Como se muestra en la figura 6.3, la CGTasa puede utilizar G3, G6 y G7 gracias a su
actividad de disproporcionacién, generando productos de mayor peso molecular (mayores al
rango G1-G7). El aumento en las concentraciones de glucosa y maltosa, por otro lado, es muy
pobre cuando se compara con aquél obtenido de la accién combinada de las enzimas. Asi, los
resultados observados en la figura 6.1 s6lo pueden ser obtenidos con la combinacion
simultanea de las actividades de hidrolisis y de transferencia de las enzimas.

Los resultados obtenidos soportan la hipdtesis propuesta inicialmente en este rubro, y
demuestran que la introduccién de la actividad transglicolitica a una actividad hidrolitica
puede constituir una alternativa interesante para la generacion de G2 o G3 en una sola

reaccion a partir de almidon, sin necesidad de cambiar las condiciones de pH y temperatura.
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25 % de
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S
g ° 20 -
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Productos disminucién g0 . G1 G2 G3 G4 G5 G6

Figura 6.3 a) Composicion inicial de maltodextrinas 20 DE (mg/ml). b) Incremento o decremento de
los oligosacaridos componentes de Maltodextrinas (DE 20) generado a partir de la accion de la CGTasa
y la a-amilasa + CGTasa en conjunto. Condiciones de reaccion: maltodextrinas 150 mg/ml (15%), 30

min, T 60°C, pH 6, 0.1 ul/ml de a-amilasa y 0.6 ul/ml de CGTasa.

Cabe sefalar que la introduccion de dicha actividad transglicosidica puede ser lograda por
ingenieria de proteinas sobre a-amilasas licuefactantes, tal y como demuestran varios
reportes. A modo de ejemplo, Saab-Rincon et al. (1999) introdujeron actividad
transglicosidica en la o-amilasa licuefactante de B. stearothermophilus, logrando una
modificacion en el perfil de productos y obteniendo mayor concentracion de productos de

bajo peso molecular.

38



6.2 Caracterizacion de reacciones de transferencia con la o-

amilasa de A. niger a partir de almidon y maltodextrinas.

En la bisqueda de una a-amilasa con una notoria capacidad transglicosidica, en el grupo
de trabajo del Dr. Agustin Lopez-Munguia se estudio la capacidad de diversas amilasas para
llevar a cabo reacciones de transglicosilacion (A. niger, A. oryzae, B. licheniformis, B.
stearothermophilus), representadas por reacciones de alcohoélisis con almidén como donador
de residuos glicosilo. En dichas reacciones, el aceptor de los residuos es un alcohol y,
dependiendo del peso molecular del mismo, puede resultar en la generacion de alquil-
glucosidos, moléculas de gran interés en distintos sectores de la industria debido a su
capacidad surfactante (Camaotra er al., 1998; Fietcher, 1992). Los resultados con diferentes enzimas
mostraron que, efectivamente, las a-amilasas sacarificantes tienen mayor capacidad para
llevar a cabo reacciones de transglicosilacion que las licuefactantes de origen bacteriano. Por
otro lado, también se observd que una mayor concentracion de sustratos resultaba en una
mayor actividad transglicosidica (Santamaria ez al., 1999).

A lo largo de esta investigacion, resultaron evidentes algunos inconvenientes
importantes asociados al uso de almidon en reacciones de transferencia y alcoholisis, como la
necesidad de gelatinizarlo a altas temperaturas y la alta viscosidad que genera (que limita la
concentracion a la que puede ser utilizado). Por otro lado, de las reacciones a partir de
almidén se obtiene una amplia gama de productos de hidrdlisis, transglicosilacion y
alcoholisis, dificil de cuantificar.

A partir de lo anterior, surgi6 el interés de trabajar con maltodextrinas (20 DE),
productos de la licuefaccion del almidén, como donadores de residuos glicosilo en reacciones
de transferencia. En el rubro que se describe a continuacion, las reacciones de alcoholisis con
metanol como receptor de residuos glicosilo fueron las seleccionadas como modelos para las
reacciones de transglicosilacion, reflejo de la capacidad de la enzima para llevar a cabo
reacciones de transferencia con un sustrato distinto al almidén.

Asi, se realizaron inicialmente reacciones de alcohdlisis a partir de almidon al 6% y
con la mas prometedora de las enzimas sacarificantes (4. niger) para comprobar que la
enzima funcionaba adecuadamente en una reaccion ya estudiada; dicha enzima comercial
contenia 818.4 mg de proteina /g y una actividad de 87.5 U/mg. La figura 6.4 muestra los
resultados obtenidos a partir del analisis de cromatografia en capa fina de las reacciones con

almidon.
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Figura 6.4. Cromatografia en capa fina de las reacciones de alcohdlisis a partir de almidon al 6% y
metanol al 20% con la a-amilasa de 4. niger. 1) Estandar de metil-glucésido (MG1), glucosa (G1) y
maltosa (G2); 2) Estandar de maltodextrinas 20 DE; 3) Reaccion de hidrolisis (sin presencia de

metanol); 4-8) Reacciones de alcohdlisis (original y repeticiones).

En esta figura puede observarse la generacion de productos de alcohdlisis
correspondientes a metil-glucésido y a metil-maltdsido (MG2).

Una vez comprobada la actividad de la enzima con almiddn, se realizaron reacciones
de hidrolisis de los nuevos sustratos, las maltodextrinas (15%) bajo las mismas condiciones
descritas para el experimento anterior y a tres concentraciones diferentes de enzima: 6, 9y 12
mg de proteina /ml de reaccion. Los resultados obtenidos del analisis por cromatografia en

capa fina de estas reacciones pueden verse en la figura 6.5.
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Figura 6.5. Cromatografia en capa fina de las reacciones de hidrdlisis a partir de maltodextrinas 20 DE
al 15% con la a-amilasa de 4. niger. 1) Estandar de glucosa y maltosa; 2) Estandar de metil-glucésido;
3) Estandar de maltodextrinas 20 DE; 4-5) Reacciones de hidrdlisis con 6 mg de enzima / ml; 6-8)
Reacciones de hidrélisis con 9 mg de enzima / ml; 9-10) Reacciones de hidrdlisis con 12 mg de
enzima/ ml.

Una vez que se hubo comprobado que las maltodextrinas eran buenos sustratos de

hidrélisis para la enzima, se realizaron reacciones de alcohdlisis con una concentracion de
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maltodextrinas del 15% y una concentracion de enzima de 9 mg de proteina / ml de reaccion.
La concentracion de metanol fue de 1, 3, 5, 10, 20, 30 y 40% con el resto de las condiciones
de reaccion anteriormente descritas. En la figura 6.6 se muestra la cromatografia en capa fina

de estas reacciones.
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Figura 6.6. Cromatografia en capa fina de las reacciones de alcoholisis a partir de maltodextrinas al

15% con la a-amilasa de A. niger. 1) Estandar de glucosa (G1) y maltosa (G2); 2) Estandar de metil-
glucoésido; 3) Estandar de maltodextrinas 20 DE; 4) Reaccion de alcohdlisis con 1% de metanol; 5) 3%
de metanol; 6) 5% de metanol; 7) 10% de metanol; 8) 20% de metanol; 9) 30% de metanol; 10) 40% de

metanol.

Como se puede observar a partir de los resultados, la produccion de metil-gucosido se
observo a partir de una concentracioén del 10% de metanol. A concentraciones mas altas del
20% de metanol se observa una disminucion aparente de la concentracion de metil-glucosido
y una disminucion de produccion de glucosa y maltosa. Estos resultados reflejan una pérdida
de actividad enzimética por el aumento en la concentracion de alcohol en el medio de
reaccion. A pesar de que se generaron productos de alcohélisis a las diferentes
concentraciones de metanol, la concentracion de dichos productos resulté ser muy baja y ni
siquiera cuantificable de manera confiable por HPLC.

Los resultados obtenidos demostraron que la enzima es inestable ante el metanol en
ausencia del poder protector que el almidén ejerce sobre la enzima, lo que hace poco viable el
uso de maltodextrinas como sustratos. Ante esta situacion y dado el hecho bien conocido de
que existe una relacion entre la resistencia de las enzimas a temperaturas elevadas y su
tolerancia a otras condiciones del medio de reaccion y de las ventajas que nacen de trabajar
con enzimas termorresistentes, nos avocamos a la tarea, no sélo de buscar y caracterizar una
a-amilasa con alta versatilidad para llevar a cabo reacciones de transferencia, sino de buscarla

entre las a-amilasas termofilas de las que se tiene conocimiento.
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6.3 Caracterizacion de las reacciones de transferencia con AmyA

de Thermotoga maritima.

6.3.1 Amplificacion del gen

Como se describi6 en el apartado de materiales y métodos, con los oligos sintetizados
y la libreria de DNA de 7. maritima, se realiz6 una reaccion de PCR con Expand. El
producto de PCR obtenido fue de 1.5 kb aproximadamente, lo cual coincidi6 con el peso
molecular del producto esperado para el inserto amyA. La figura 6.7 corresponde a una

fotografia de un corrimiento del producto de PCR en un gel de agarosa al 1.5%.

Figura 6.7. Fotografia del gel de agarosa en donde se muestra el producto de PCR obtenido a partir de

los oligos sintetizados y la libreria de DNA de Thermotoga maritima.

6.3.2 Clonacion en un vector de expresion

Después de la purificacion del producto de PCR con un Kit para tal fin, se procedio a la
insercion del producto en el vector pET3a. Para dicha insercidn, se llevo a cabo la digestion
con las enzimas de restriccion Ndel y Hindlll tanto del plasmido como del inserto. En la
fotografia mostrada en la figura 6.8 se muestra el plasmido antes de la digestion y el vector

sin el inserto después de la misma.
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Figura 6.8. Fotografia del gel de agarosa en donde se muestra la digestion con Ndel y Hindlll del
vector con un inserto distinto al de interés. 1) Marcadores de peso molecular; 2) pET3a + inserto; 3)
Digestion del plasmido con Hindlll; 4) Digestion del plasmido con Ndel; 5) Digestion del plasmido

con Hindlll y Ndel.

Una vez purificados el vector y el inserto amy A, se llevo a cabo una reaccion de
ligaciéon con la enzima ligasa y las ligaciones se prepararon de manera adecuada para su

transformacion por electroporacion en células de E. coli XL1 Blue.

6.3.3 Transformacion en E. coli

Se realiz6 la transformacién en células de E. coli XL1 Blue tal y como se describe en
materiales y métodos. De las células recuperadas y cultivadas en placas LB con ampicilina, se
seleccionaron cinco colonias al azar, se incubaron en medio LB liquido y se realizé un PCR
de colonia con cada una de ellas. Los pormenores de estos procesos se encuentran detallados
en el apartado de materiales y métodos correspondiente. De las cinco reacciones de PCR
realizadas, provenientes de cinco colonias diferentes, cuatro generaron productos de PCR del
tamafio esperado del inserto amyA4 (1.5 kb) dichos productos se muestran en la fotografia del
gel de agarosa de la figura 6.9, en la que también se muestran los plasmidos (pET3a + amyA)

purificados, provenientes de las cuatro colonias que generaron los productos de PCR

esperados.
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Figura 6.9. a) Fotografia del gel de agarosa en donde se muestran los productos de PCR de colonia de
las cinco colonias seleccionadas. b) Fotografia del gel de agarosa en donde se muestran los plasmidos

purificados de las cuatro colonias de donde se obtuvo el producto de PCR esperado.

Posteriormente, se llevd a cabo una transformacion de células de E. coli BL21 con el

plasmido puro.

6.3.4 Expresion del gen amy Ay ensayo de actividad

Después del cultivo y la induccion de las células de E. coli BL 21 con IPTG en 5 ml
de medio LB, se corrié un gel de electroforesis SDS-PAGE de las fracciones soluble e
insoluble de la muestra preparada tal y como ha sido anteriormente descrito. La figura
6.10 muestra el gel de electroforesis obtenido y puede observarse que la proteina

expresada se encuentra en la fraccion soluble del extracto.
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Figura 6.10. Fotografia del gel de electroforesis SDS-PAGE de la fraccion soluble e insoluble del
extracto. 1) Marcadores de peso molecular, 2) Blanco: pET3a + TIM Barrel; 3) Fraccion insoluble; 4)
Fraccion soluble.

i

' “ M“Ht' i

44



Después de un nuevo cultivo de las células transformadas y una nueva etapa de
induccion en un volumen de 5 ml de medio LB, se llevé a cabo un ensayo cualitativo de
actividad de la a-amilasa de 7. maritima tal y como se ha detallado anteriormente y los
productos se analizaron por cromatografia en capa fina. En la figura 6.11 puede observarse
que los productos principales de la degradacion del almidon por la a-amilasa de 7. maritima,
son glucosa y un disacéarido, con lo que se compobd que esta enzima es sacarificante y por lo

tanto adecuada para llevar a cabo reacciones de transferencia.
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Figura 6.11. Cromatografia en capa fina de las reacciones con los productos de amyA en almidon al
4%, pH 7, 80°C, 3 h. 1) Estandar de maltodextrinas 3%, 2) Blanco: Reaccion con TIM Barrel; 3)

Reaccion con el producto de la la expresoén de amyA.

6.3.5 Purificacion de la enzima Amy A.

En la seccioén correspondiente de materiales y métodos se describe con detalle el
proceso de purificacion de la enzima seguido en el presente proyecto. Los pasos generales
de dicha purificacion consistieron en: cultivo de las células de E. coli BL21
transformadas en 1 L de medio LB con ampicilina, induccion con IPTG durante 5 horas,
centrifugacion y resuspension de las células en 12 ml de buffer TRIS-BIS 50 mM,
sonicacion y centrifugacion, calentamiento del sobrenadante a 70°C durante 30 minutos,
centrifugacion y didlisis, precipitacion con sulfato de amonio al 75%, centrifugaciéon y
resuspension en un volumen de 200 ul de buffer, por ultimo un proceso de cromatografia
de filtracion en gel por FPLC, con una columna preparative de Superosa® HRI12.
Después de seguir todos los pasos necesarios, se lograron obtener e identificar dos
fracciones principales con la pureza enzimatica buscada. La figura 6.12 es una fotografia
de un gel de electroforesis SDS-PAGE con las muestras antes (parcialmente purificada) y

después del paso de cromatografia de filtracion en gel.
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Figura 6.12. Gel de electroforesis SDS-PAGE. 1) Marcadores de peso molecular; 2) Muestra
parcialmente purificada (antes de la cromatografia de filtracion en gel); 3) Muestra después de la

cromatografia de filtracion en gel.

6.3.6 Determinacion de proteina

El contenido de proteina en la muestra parcialmente purificada (antes de la
cromatografia por filtracion en gel) fue de 6.08 mg/ml, la enzima purificada result6 tener
un contenido de proteina de 0.076. Cabe sefialar que el contenido de proteina (y por lo
tanto el porcentaje de recuperacion en el proceso de purificacion) resultaba variable en
funcidon principalmente del tiempo de induccion con IPTG. Debido a ello, se
determinaron los valores de contenido de proteina y actividad enzimatica en cada uno de
los procesos de purificacion, con el objetivo de utilizar las mismas unidades enzimaéticas

por volumen, en cada uno de los ensayos.

6.3.7 Determinacion de actividad enzimatica

La actividad enzimatica de la muestra parcialmente purificada fue de 0.787 umol de
equivalentes de glucosa / min, resultando en una actividad especifica de 1.168 umol de
equivalentes de glucosa / min mg de proteina. La actividad de la enzima después de todos
los pasos de purificacion resulté ser de 0.03 umol de equivalentes de glucosa / min y la
actividad especifica de 17.894 umol de equivalentes de glucosa / min mg de proteina. Es
importante hacer notar que los resultados de contenido de proteina, actividad y por lo

tanto actividad especifica, no eran reproducibles en cada proceso de purificacion; esta
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variabilidad se daba en funciéon de cambios pequeiios en tiempo de induccién y de la
lectura medida en el espectrofotometro de O.D. antes del proceso de sonicacidon. Sin
embargo, en todos los procesos de expresion enzimatica para la obtencion de la proteina,
estos parametros fueron medidos y la actividad enzimatica por ml de reaccién fue
ajustada al mismo valor en todos los experimentos, tanto para la enzima pura como para
la muestra parcialmente purificada, en los casos en lo que se utilizé esta ultima como

catalizador en el medio de reaccion.

6.3.8 Perfil de productos de Amy A a partir de almidon y maltodextrinas

Se llevaron a cabo reacciones de hidrdlisis a partir de almidon a diferentes
concentraciones (1.2, 2, 4 y 6%) con una concentracion de 0.5 U/ml de la enzima en un
volumen total de 1 ml de reacciéon. Los productos generados fueron cuantificados por

HPLC después de 24 horas. En la figura 6.13 se muestran estos resultados.
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Figura 6.13. Productos de reaccion obtenidos a partir de diferentes concentraciones de almidon con la
a-amilasa de 7. maritima. Condiciones de reaccion: 0.5 U/ml de Amy A, los productos se miedieron

después de 24 h de reaccion.

Es importante aclarar aqui que cuando hablamos de G2, G3, G4, G5, G6 y G7 como
sustratos de reaccidon, nos referimos a maltosa, maltotriosa, etc.; sin embargo, cuando nos
referimos a G2, G3, G4, etc. como productos de la reaccion de Amy A, nos estamos
refiriendo a disacaridos, trisacaridos y tetrasacaridos en general, ya que, como se explicara
mas adelante, la capacidad transglicosidica de Amy A genera otros disacéaridos distintos a la
maltosa.

Liebl y colaboradores (1997) reportaron que los productos principales de la hidrélisis
de almidon con esta enzima son glucosa y maltosa (Liebl ez al., 1997). En la figura anterior puede
observarse que a todas las concentraciones de almidon empleadas, el producto principal de la

reaccion después de 24 horas fue G2, seguido por Gl1) G3 6 G3) Gl en funcion de la
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concentracion inicial de almidon y posteriormente G4) G5) G6, lo que coincide con lo
reportado.

Posteriormente, se llevaron a cabo reacciones de hidrolisis con maltodextrinas 20 DE
a diferentes concentraciones (2, 4 y 6%) y 0.5 U/ml de enzima. En la figura 6.14 se
esquematiza la cuantificaciéon por HPLC de los productos generados.

Al igual que lo observado con almidoén, el producto predominante resultd ser G2,
seguido por G1) G3 6 G3) Gl en concentraciones que dependen de la concentracion de

sustrato.
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Figura 6.14. Productos de reaccion obtenidos a partir de la hidrdlisis de maltodextrinas (2, 6 y 15%)

con 0.5 U/ml de la a-amilasa de 7. maritima después de 24 h de reaccion.

La presencia predominante de oligosacaridos de bajo peso molecular como productos
de reaccion corrobord en esta etapa el caracter sacarificante de la enzima y por lo tanto, su
potencial uso en reacciones de transglicosilacion. Se comprobd que la enzima es capaz de
utilizar maltodextrinas como sustrato. Con estos resultados como antecedente, nos abocamos
a explorar el comportamiento de la enzima ante maltosa, maltotriosa, etc. (hasta
maltoheptaosa) puros como sustratos de reaccion.

Cabe sefialar en este punto que se llevaron a cabo reacciones a partir de almidon 6%
(w/v) con la enzima parcialmente purificada (antes de la cromatografia por filtracion en gel),
y los resultados después de 24 h se compararon con los obtenidos con la enzima pura,

igualando las unidades de actividad enzimatica por ml de reaccion (0.5 U/ml).
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Figura 6.15. Perfil de productos de Amy A obtenidos a partir de la hidrélisis de almidén (6% w/v) con
la enzima pura y la enzima parcialmente purificada (antes del proceso de purificacion por filtracion en

gel).

Como puede observarse, se obtuvieron concentraciones ligeramente menores de G1-
G8 cuando se utilizo la enzima parcialmente purificada, en comparacion a la utilizacion de la
enzima pura; sin embargo tanto el patron de productos obtenidos, como las concentraciones
de éstos, en ambos casos resultaron iguales o muy parecidas. En las reacciones de
transferencia a partir de G2 a G7 se utilizo la enzima parcialmente purificada, estandarizando

las unidades enzimaticas por volumen de reaccion.

6.3.9 Reacciones de tranglicosilacion con Amy A a partir de maltosa.

Se llevaron a cabo reacciones con Amy A a partir de maltosa para establecer si la enzima
es capaz de utilizar oligosacaridos de bajo peso molecular para llevar a cabo reacciones de
transglicosilacion. Las concentracion utilizada de la enzima en el medio de reaccion fue de 1
U/ml, con concentraciones de maltosa del 6 al 15% y los productos fueron analizados por
CCF y HPLC. La figuras 6.16 y 6.17 muestran claramente que Amy A es capaz de utilizar
maltosa como sustrato para la transferencia de unidades glicosilo a otros oligosacaridos en el
medio, generando productos de mayor peso molecular (G3-G8), con la producciéon

concomitante de glucosa.
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Figura 6.16. Cromatografia en capa fina de las reacciones de transglicosilacion de Amy A a partir de

maltosa al 6%. 1) Estandar de glucosa y maltosa; 2) Estandar de maltodextrinas; 3) 10 min de reaccion;

4) 20 min de reaccion; 5) 30 min de reaccion; 6) 40 min de reaccion; 7) 50 min de reaccion; 8) 60 min

de reaccion; 9) 3 h de reaccion: 10) 5 h de reaccion; 11) 12 h de reaccion; 12) 24 h de reaccion.
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Figura 6.17. Cromatograma de HPLC de los productos de reaccion obtenidos con Amy A y maltosa al

6%, después de 24 h de reaccion. En el recuadro de la derecha, se muestra una ampliacion del

cromatograma, correspondiente a los productos mayores a G2.

Los principales productos de transglicosilacion con maltosa resultaron ser glucosa y

trisacaridos (G3), seguidos de tetrasacaridos (G4). Es probable que la glucosa se acumule en

el medio de reaccion debido a que la enzima corta inicialmente una molécula de maltosa

transfiriendo un residuo glicosilo a otra molécula de maltosa, acumulando asi G3 y glucosa en

el medio. A partir de este punto, y con G2 y G3 presentes en el medio de reaccion, pueden

establecerse reacciones de transferencia entre estos oligosacaridos generando asi G2, G3 y

G4. De esta manera, los productos generados inicialmente se convierten en sustrato de la

enzima, tanto en reacciones de transglicosilacion como de hidrélisis con la acumulacion de

glucosa y la generacion también de oligosacaridos de mayor peso molecular. Las reacciones
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iniciales propuestas para la accion de Amy A sobre la molécula de maltosa se esquematizan

en la figura 6.18.

~ - s OH
CH,OH CH,0H CH;0H CH,0H CH,0M

OH HO oz
H O o

OH CH,0H CH,0H CH,0H CH,OH CH,0H
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Figura 6.18. Esquematizacion de las reacciones iniciales de transglicosilacion propuestas de AmyA

sobre la molécula de maltosa.

Al analizar los productos resultado de reacciones con diferentes concentraciones de
maltosa y tiempos de reaccion, pudimos observar la produccion de oligosacéaridos de 7 y 8
unidades de glucosa a tiempos cortos de reacciéon, mismos que a tiempos mas largos, son
hidrolizados y ya no son detectables en el medio.

Cabe aqui hacer hincapié en la importancia del hecho de que la enzima sea capaz de
utilizar la maltosa como sustrato para llevar a cabo reacciones de transglicosilacion, ya que
esta capacidad no la tienen la mayoria de las a-amilasas que requieren de maltooligosacaridos
mas grandes como sustrato para la reaccion de transferencia. Como excepcion a lo
anteriormente dicho, podemos mencionar a la BSAm (Bacterial Saccharifying a-amylase),
enzima proveniente del microorganismo B. subtilis y que, tal y como reportaron Suganuma et
al. (1996), es capaz de utilizar maltosa como sustrato para llevar a cabo reacciones de
transglicosilacion.

Por otro lado, la acumulacién notoria de G4 y oligosacaridos de mayor peso
molecular en el medio de reaccion, puede ser resultado no sélo de reacciones de transferencia,
sino también de reacciones de condensacidon. Aunque esta reaccion no se considera comun
dentro de las a-amilasas, esta reportado los autores antes mencionados, que BSAm es capaz
de generar maltotetraosa a partir de la condensacion de dos moléculas de maltosa. Estos

autores utilizaron maltosa marcada con ['*C] en el extremo reductor y observaron la
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formacion transitoria de productos radioactivos mas grandes que G2 al utilizar este sustrato a
altas concentraciones (81.6 mM). Para diferenciar si la enzima estaba generando estos
oligosacaridos a partir de reacciones de transglicosilaciéon o de condensacion, los autores
sometieron los productos de reaccion a la accidon de la -amilasa de soya, enzima capaz de
hidrolizar G3 de manera practicamente exclusiva ( ) 99.5%) en el primer enlace glicosidico
del extremo reductor y, posteriormente, cuantificaron la maltosa marcada (resultado de la
reaccion de condensacion) y la glucosa marcada (resultado de la reaccion de
transglicosilacion). Las reacciones reportadas por estos autores se muestran en la figura 6.19.
A partir de estos experimentos concluyeron que dentro de las reacciones que la enzima es

capaz de llevar a cabo, el 8-10% se encuentra representada por reacciones de condensacion.

Condensacion:

CH.O0H CH.0H CH;OH CH,OH

EEE

OH
oM

Transglicosilacion:

CH,O CH,OM cHiom CH,OH

LN, + P Ay, ———> KPS

H

Reacciones con f-amilasa de soya:
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CH;0H CH,0H CH.OH CH,OH e CH.OH
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Figura 6.19. Esquematizacion de las reacciones de la enzima BSAm sobre la molécula de maltosa y las

reacciones de la $-amilasa de soya sobre los productos reaccion iniciales (Suguanuma et al., 1996).
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Asi, dada la versatilidad de la a-amilasa de 7. maritima para llevar a cabo reacciones
distintas a la hidrolisis y dado que se observa la acumulaciéon de productos de mayor peso
molecular que G2 en el medio de reacciéon, no podemos rechazar la hipotesis de que parte de
estos productos sean el resultado de reacciones de condensacion en el sitio activo de la
enzima, aunque sean primordialmente resultado de reacciones de transferencia.

Sin embargo, independientemente de la hipdtesis de que la enzima es capaz de llevar
a cabo reacciones de condensacion, resulta extraiio el hecho de la acumulacion de productos
de mas de tres unidades de glucosa en el medio de reaccion, ya que, a partir de la experiencia
acumulada en el equipo de trabajo con otras a-amilasas y con esta misma, estos productos
son rapidamente hidrolizados por la enzima. Asi, una hipotesis adicional que explica la
acumulacion de estos oligosacéaridos es que, resultado de Is reacciones de transglicosilacion
de Amy A, se establecen enlaces distintos a los a 1,4 que no son facilmente hidrolizados por
la enzima, aunque eventualmente su concentracion en el medio de reaccion disminuye.
Posteriormente se detallara la comprobacion de que la enzima es en efecto capaz de generar

productos de transferencia con enlaces distintos a los o 1,4.

6.3.10 Reacciones de transferencia de Amy A empleando como sustratos G2-
G7.

Se llevaron a cabo reacciones de transglicosilacion con maltotriosa al 2% y 1 U/ml de la
enzima. En la figura 6.20 puede observarse la formacion de G4 y productos de mayor peso
molecular resultado de la reaccion de transglicosilacion y en la figura 6.21 se presenta la

evolucion de la reaccion hasta la primera hora.
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Figura 6.20. Cromatografia por HPLC de los productos de reaccion de Amy A con maltotriosa al 2%
después de 24 h.

53



g 5l
‘E; =
|
E_ 41 [ ]
5 3l =
1 [
[
E 2 4 7] X X f *
'Y X *
g X ¢
14 L
o *
%]
0 T T T T T T |
0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (min)
& Glucosa m G2 G4 < G5 x G6

Figura 6.21 Evolucion de los productos obtenidos de la reaccion de Amy A con maltotriosa al 2%.
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Figura 6.22. Ejemplo de algunas de las reacciones iniciales propuestas para la accion de Amy A sobre

la molécula de maltotriosa.

Al ser G2 y G4 dos de los productos mayoritarios generados a partir de la reaccion de
transglicosilacion con G3, podriamos inferir que la enzima corta una molécula de maltotriosa
y le transfiere una molécula de glucosa a otra molécula de G3 para asi formar G2 y G4. A
partir de ahi pueden darse otras reacciones de transglicosilacion, entre G4 y G3, entre dos
moléculas de G4 y entrarian también en juego las moléculas de G5 formadas (figura 6.22).
Asi, los productos generados de las reacciones llevadas a cabo por la enzima se convierten en
sustratos, ya sea para transglicosilacion, hidrolisis o, tal como se habia propuesto

anteriormente, condensacion.
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La enzima fue capaz de utilizar también G4, G5, G6 y G7 como sustratos para llevar
a cabo reacciones de transglicosilacion a tiempos cortos, tal y como se muestra en la figura
6.23 que corresponde a la cromatografia en capa fina de las reacciones con Amy A y G3-G7,
por separado, después de 10 min de reaccion. Las reacciones de transglicosilacion son
evidentes por la formacion de oligosacaridos de mayor peso molecular al sustrato, aunque en
el caso de G7 se observa un barrido y la transglicosilacion no es tan evidente. Por otro lado,
en el caso de G7 se lleva probablemente a un tamafo tal, que la enzima lo utiliza
preferentemente para hidrolisis.

Por otro lado, se llevaron a cabo reacciones con G2 al 6% y G7 al 2% juntos, con el
objetivo de analizar el comportamiento de la enzima con dos oligosacaridos de diferente peso
molecular. En la figura 6.24, se muestra la cromatografia en capa fina de los productos de esta
reaccion, en la que puede observarse la acumulacion de productos intermedios entre G2 y G7,
siendo Unicamente evidente la hidrdlisis de la maltoheptaosa, ya que el barrido observado en
la parte baja del cromatograma no es indicativo claro de la generaciéon de productos de
transglicosilacion mayores a G7. Podriamos pensar que inicialmente la reaccion de
preferencia de la enzima ante los dos sustratos, es la de hidrélisis de G7. Sin embargo, tal y
como ya hemos comprobado anteriormente, al irse acumulando sustratos de menor peso
molecular, la enzima puede utilizarlos para reacciones de tranglicosilacion. Puede observarse

después de 10 horas de reaccion, se acumulan predominante G1 y G2 como productos.

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 6.23. Cromatografia en capa fina de las reacciones de Amy A con G3, G4, G5, G6 y G7 al 2%,
atiempo 0 y después de 10 min de reaccion. 1) G3, 0 min; 2) G3, 10 min; 3) G4, 0 min; 4) G4, 10 min;
5) G5, 0 min; 6) G5, 10 min; 7) G6, 0 min; 8) G6, 10 min; 9) G7, 0 min; 10) G7, 10 min; 11) Estandar

de maltodextrinas.
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Figura 6.24. Cromatografia en capa fina de las reacciones de Amy A con 6% de G2y 2% de G7 a
diferentes tiempos de reaccion. 1) Estandar de glucosa y maltosa; 2) Estandar de maltodextrinas; 3) 0

min; 4)10 min; 5) 20 min; 6) 30 min; 7) 40 min; 8) 50 min; 9) 60 min, 10) 10 h.

Para analizar la generacion de productos a tiempos largos de reaccion, en que se
alcance el equilibrio, se realizaron reacciones con G2 (6%) y G3 hasta G7 (2%) por separado
y los productos fueron cuantificados por HPLC después de 48 horas de reaccion. En la figura

6.25 se muestran los resultados de dichas reacciones.
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Figura 6.25. Productos obtenidos por a) Amy A y G2 (6%) o b) G3-G7 (2%) después de 24 6 48 h de

reaccion.

Como puede observarse, después de 48 horas de reaccion y una vez que se alcanza el
equilibrio, los productos finales obtenidos en todos los casos son glucosa y G2 (disacéridos)
en una relacion de 2:1, lo que indica que todos los oligosacaridos formados por

transglicosilacion en etapas iniciales de la reaccion, son finalmente hidrolizados hasta glucosa
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y G2, independientemente de la eventual formacion de oligosacaridos con otro tipo de enlace.
Cuando la glucosa es incubada con la enzima, no se observan reacciones de condensacion.

Con todos los sustratos analizados (almidon, maltodextrinas u oligosacaridos) la
enzima genera los mismos productos una vez alcanzado el equilibrio (G1 y G2) y en la misma
relacion (2:1). En el caso del almidon, resulta 16gico pensar que las reacciones preferentes al
inicio de la reaccion son las de hidrolisis, ya que el sustrato es de gran tamafio; sin embargo,
una vez que se acumulan oligosacéridos de bajo peso molecular en el medio de reaccion, la
enzima puede utilizarlos para llevar a cabo reacciones de transglicosilacion, con la formacion
transitoria de productos de mayor peso molecular, sujetos posteriormente a reacciones de
hidrélisis, llegando finalmente, a un equilibrio en el que en el medio se encuentran
unicamente G1 y G2.

Estos resultados muestran una inusual capacidad dentro de las oa-amilasas para
utilizar productos de bajo peso molecular para formar oligosacaridos de mayor peso
molecular en etapas iniciales de reaccion, lo que no so6lo es indicativo de la versatilidad de la
enzima para llevar a cabo reacciones de transglicosilacion, sino de la complejidad en el
analisis de los procesos que se pueden llevar a cabo con esta enzima. Esto es debido a que se
trata de una enzima que lleva a cabo reacciones de hidrélisis, transglicosilacion y
presuntamente condensacion en el mismo medio de reaccion, dando lugar a productos que a
su vez se convierten en sustratos de la enzima, para cualquiera de las reacciones antes
mencionadas. Esta situacién es de naturaleza dindmica, ya que depende de la etapa de
reaccion, el peso molecular del sustrato y de la disponibilidad de los demés sustratos en el

medio, asi como de su tamaio.

6.3.11 Determinacion de la presencia de neotrehalosa como producto en las

reacciones de transferencia

En ciertas reacciones llevadas a cabo con Amy A, particularmente en las
correspondientes a las de alcohdlisis con metanol que se reportan mas adelante, se
llevaron a cabo reacciones de degradacion de los productos de reaccion de Amy A con la
enzima glucoamilasa de A. niger. La glucoamilasa o amiloglucosidasa es una exo-
glicosidasa que hidroliza los enlaces o 1-4 en el extremo no reductor del sustrato,
liberando moléculas de D-glucosa con configuraciéon [} (Guzman-Maldonado er al., 1995). Asi,
con esta enzima logramos obtener exclusivamente glucosa de los productos de la reaccién
de hidrolisis o transglicosilacion con Amy A ¢ metil-glucosido de los productos de

alcoholisis.
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A pesar de que en algunas reacciones, la glucosa y el metil-glucésido eran los tnicos
productos esperados después de la reaccion con glucoamilasa, en las cromatografias en
capa fina se observa la presencia de productos resistentes a la degradacion y por lo mismo
de identidad desconocida, un ejemplo de ello se muestra en la figura 6.26. Cabe senalar
que en los cromatogramas por HPLC, estos productos no eran separados bajo el sistema

utilizado de los maltooligosacaridos correspondientes.

b):q. MG

Gl
G2 (disacarido)

Figura 6.26. Cromatografia en capa fina de los productos observados antes (a) y después (b) de la
accion de la enzima glucoamilasa de 4. niger sobre los productos de alcohélisis de Amy A a partir de
almidon y methanol 20%. 1) Estandar de maltodextrinas, 2) Productos de alcoholisis con Amy A, 3)

Estandar de maltodextrinas, 4) Productos generados después de la accion de la glucoamilasa de A.

niger sobre los productos de alcohdlisis de Amy A.

Para analizar la identidad de estos productos se llevo a cabo una reaccion con Amy A
con maltosa al 15% y G7 al 2% y una concentracion enzimatica de 10 U/ml. Al utilizar
una fase movil de acetonitrilo : agua (80:20) por HPLC, se logr6 la separacion de estos
compuestos de la sefial correspondiente a la de la maltosa.

A pesar que se ha reportado que la glucoamilasa es capaz de llevar a cabo reacciones
de hidroélisis inversa con la formaciéon de maltosa e isomaltosa a altas concentraciones de
sustrato y de enzima (Rugh er al., 1979), concluimos mediante los controles correspondientes
que estos productos eran generados por la a-amilasa al lograr su separacion por HPLC
antes de la reaccion con glucoamilasa.

Una vez establecido el sistema de anélisis de estos productos y comprobado que eran
resultado de la reaccion de la Amy A, se llevd a cabo una segunda reaccion con G2 y G7
bajo las mismas condiciones para la purificacion de un parente disacarido. Después de la
reaccion con Amy A, se sometieron los productos a la accion de la glucoamilasa y se
inyect6 la muestra a una columna preparativa con un fase movil de acetonitrilo: agua
(80:20). El cromatograma obtenido se muestra en la figura 6.27, en el que se puede
observar la presencia de glucosa, y las dos sefiales correspondientes a los compuestos de

identidad desconocida.
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Figura 6.27. Cromatografia por HPLC, en columna preparativa de la reaccion con Amy A y G2 al 15%

y G7 al 2%, seguida de la reaccion con glucoamilasa.

A partir de este sistema se logré la purificacion del disacarido Pl para su
identificacion. La figura 6.28 muestra el cromatograma por HPLC en columna analitica del

pico de interés purificado.
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Figura 6.28. Cromatografia por HPLC, en columna analitica de la muestra con el disacarido de

identidad desconocida purificado.

Los resultados preliminaries de RMN sefalaron que el disacarido analizado
correspondia a un azucar no reductor, por lo que se decidio comparar el tiempo de retencioén
del compuesto en HPLC, con los tiempos de retencion de distintos disacaridos no reductores,
como la sacarosa, neotrehalosa y trehalosa, asi como con los de algunos otros oligosacaridos.
Al comparar el tiempo de retencion de la sefial de interés con los tiempos de retencion de
estos disacéridos, se comprobd que la sefial correspondia al mismo tiempo de retencion del

disacérido neotrahalosa, tal y como se muestra en la figura 6.29.
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Figura 6.29. Cromatografia por HPLC, en columna analitica de la muestra con el disacarido de
identidad desconocida purificado y estandares de 1) glucosa; 2) sacarosa; 3) nigerosa; 4) maltosa; 5)

neotrehalosa; 6) trehalosa; 7) maltotriosa

Para confirmar que el compuesto de interés era, efectivamente neotrehalosa, se llevaron a
cabo mediciones por NMR. El espectro "C-NMR contenia 12 sefiales que se muestran en la
tabla 6.3. En el espectro 1H NMR, se observaron dos protones anoméricos, uno de ellos en
orientacion B a 4.59 (1H, d, /=8.0 Hz) y HSQC demostrd su unién al carbono anomérico a
103.06. El segundo protéon anomérico se observo en orientacion o a 5.17 (1H, d, J/=3.6. Hz) y
por HSQC se demostrd su unién al carbono anomérico a 6 100.36. Esto sirvié como punto de
inicio para la obtencion del sistema de “spin” de ambas glucosas a partir de experimentos
COSY y TOCSY. Una vez que las sefiales 'H de ambos azucares fueron asignados, se defini6
el carbono al cual se encontraban unidos los hidrogenos a partir de HSQC. Con base en
correlaciones HMBC, se determiné la union entre ambos aziicares como (1’—>1) debido a la
correlacion de rango largo entre el H-1de la a-glucosa y el carbono en 6 103.06 de la -
glucosa. Se observo una segunda correlacion entre el H-1 de la B-glucosa y el carbono a 6
100.36 de la a-glucosa. A partir de este resultado, se dedujo que el compuesto de interés era,
efectivamente, neotrehalosa (0-D-Glucopiranosil-B-D-glucopirandsido). Para corroborar este
resultado, se compararon los datos del compuesto de interés con los obtenidos para el

estandar de neotrehalosa por 'H NMR.
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Tabla 6.3. Datos de desplazamiento quimico por 'HRMN y *CRMN para la Neotrehalosa (0a-D-

Glucopiranosil-p-D-glucopiranésido)

a-glucosa d¢ On
1 100.36 5.17 d(3.6)
2’ 71.49 3.54 dd(3.6,9.5)
3 72.85 3.69 dd(8.4,9.5)
4 72.73 3.89.dd(10, 9.5)
5 69.42 340 m
6 60.61 380 m
p-glucosa
1 103.06 4.59 d(8.0)
2 73.15 3.37.dd(9.2, 8.0)
3 75.43 3.47 dd(9.2,9.0)
4 76.20 3.43m
5 69.42 34m
3.72m
6 60.44 380 m

Se obtuvieron los siguientes datos para neotrehalosa por NMR: '"H NMR (400 MHz,
D,0): a-glucosa, 6 5.17 (d, 1H, J 3.6 Hz, H-1"), 6 3.54 (dd, 1H, J 3.6, 9.5 Hz, H-2"), 6 3.69
(dd, 1H, J 8.4, 9.5 Hz, H-3"), 4 3.89 (dd, 1H, J 9.5, 10.0 Hz, H-4"), 6 3.40 (m, 1H, H-5"), ¢
3.72 (m, 1H, H-6a’), 6 3.80 (m, 1H, H-6b"); B-glucosa, 6 4.59 (d, 1H, J 8.0 Hz, H-1), 6 3.37
(dd, 1H, J 8.0, 9.2 Hz, H-2), 6 3.47 (dd, 1H, J 9.0, 9.2 Hz, H-3), § 3.43 (m, 1H, H-4), §3.40
(m, 1H, H-5), 6 3.72 (m, 1H, H-6a), 8 3.80 (m, 1H, H-6b); >*C NMR (100 MHz, D,0), a-
glucosa, 6 100.36 (C-1°), 6 71.49 (C-2"), 6 72.85 (C-3°), 8 72.73 (C-4’), 6 69.42 (C-5°), 6
60.61 (C-6’); B-glucosa, 6 103.06 (C-1), 8 73.15 (C-2), § 75.43 (C-3), 6 76.20 (C-4), 6 69.42
(C-5), 660.44 (C-06).

En la figura 6.30 se muestra la estructura de la neotrehalosa.

Figura 6.30. Estructura de la neotrehalosa (a-D-Glucopiranosil-B-D-glucopiranésido)
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Una vez identificado el producto de interés, se decidioé analizar si la enzima era capaz
de producir neotrehalosa a partir de maltosa exclusivamente. Para tal fin, se llevo a cabo
una reaccién con maltosa al 6% y 10 U/ml de Amy A, después de 48 h la mezcla de
productos se sometid a la accion de la glucoamilasa. Se llevé a cabo la cuantificacion por
HPLC tanto de la neotrehalosa después de la reaccion con glucoamilasa, como de los
disacaridos totales generados antes de dicha reaccion.

La concentracion de neotrehalosa generada de la reaccion descrita resultd ser de 6.43
mg/ml, correspondiente a un rendimiento de aproximadamente el 10% y con una relacion
de disacaridos (G2) / neotrehalosa de 1.42.

El hecho de que Amy A sea capaz de generar neotrehalosa a partir de diferentes
sustratos, la hace una enzima ain mds atractiva y con aplicaciones en distintos tipos de
reacciones de transferencia para la generacion de diversos productos de valor comercial.
La neotrehalosa, especificamente, es un disacarido que posee poder edulcorante, es muy
soluble en agua, es no-reductor y posee una estabilidad satisfactoria para su utilizacion en
las industrias de alimentos y farmacia. La neotrehalosa se administra oral o
paraentalmente y es bien metabolizada y utilizada como suplemento energético sin
toxicidad o efectos secundarios adversos. Dado que la neotrehalosa no es facilmente
fermentada por los microorganismos inductores de caries dental, puede ser utilizada como
endulzante no-cariogénico. Méas aln, la neotrehalosa es un endulzante estable y dicha
estabilidad le confiere la propiedad de ser utilizada como agente de recubrimiento para
tabletas cuando se combina con otro agente de unién como el pululano.
Adicionalmente a esto, la neotrehalosa es quimicamente estable y puede ser utilizada con
otros sacaridos para regular su presion osmotica y mejorar sus caracteristicas de llenado,
imparticion de brillo, retencion de humedad, imparticiéon de viscosidad, reduccién de
fermentabilidad y prevencion de cristalizacion. Debido a todas las propiedades ventajosas
de la neotrehalosa ya discutidas, puede ser utilizada como edulcorante, agente de mejora
de sabor, agente de mejorado de calidad y estabilizante en composiciones de productos
alimentarios, tabacos, cigarros, alimentos para mascotas, cosméticos y farmacéuticos.
Aproximadamente un 5 a 10% de neotrehalosa puede ser incorporado a un producto para
ejercer un efecto satisfactorio (Shibuya et al., 1996).

En 1996, Shibuya ef al. publicaron una patente referida al proceso de preparacion de
neotrehalosa y sus usos (Shibuya et al., 1996). Dicha patente basa el proceso de producciéon de
neotrehalosa en una reaccion a partir de almidon, maltodextrinas u otras sustancias
amilaceas con varias glicosidasas, entre ellas una glucoamilasa, a-glucosidasa, Taka

amilasa y la a-amilasa sacarificante de B. subtilis, de donde se obtiene neotrehalosa a una
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concentracion de aproximadamente 5 — 10% en la solucion resultante. Los autores
reportaron que después de un proceso de recuperacion de neotrehalosa, el producto puede
ser utilizado en forma liquida, como jarabe o en forma sélida después de los procesos de
filtracion, purificacion, concentracion y secado adecuados, para los diversos usos
discutidos anteriormente. Estos autores también concluyeron que la glucoamilasa, la a-
glucosidasa y la Taka amilasa son enzimas productoras de neotrehalosa pero a menor
concentracion que la a-amilasa de B. subtilis. Asi, si bien no es la primera vez que se
reporta la utilizacion de una a-amilasa sacarificante para la sintesis de neotrehalosa y, si
bien podriamos suponer, como dicen los autores, que diferentes c-amilasas sacarificantes
pueden ser utilizadas con dicho fin, Amy A resultd ser una buena productora de
neotrehalosa, con un rendimiento de 10% y con la gran ventaja de ser una enzima
termofilica y con capacidad de utilizar sustratos de distinto peso molecular. Como
mencionan los autores y como comprobamos en esta etapa del proyecto, después de la
reaccion con Amy A puede llevarse a cabo una reaccion con glucoamilasa para facilitar la
acumulacion y purificacion de neotrehalosa.

Por otro lado, estos mismos autores publicaron una patente en la que obtenian un
oligosacarido en cuya estructura se encontraba una molécula de neotrehalosa. Los autores
reportaron la obtencion de dicho compuesto a partir de una solucion de neotrehalosa, un
donador de residuos glicosilo, especificamente un a-glucosil sacarido (que puede ser
almidon gelatinizado, almidon licuefactado, hidrolizado parcial de almidén, etc.) y una
enzima capaz de transferir residuos glicosilo de el donador ya mencionado, a ambos
residuos de glucosa de la neotrehalosa. Mencionaron el uso de glucosil transferasas como
enzimas capaces de sintetizar el compuesto de interés, pero también mencionan el uso de
a-amilasas para tal fin, especificamente las sacarificantes del género Bacillus. El
oligosacérido con estructura de neotrehalosa obtenido tiene varias de las caracteristicas
antes mencionadas para la neotrehalosa. Adicionalmente, es fuente caldrica de baja
cariogenicidad y quimicamente muy estable, de modo que puede ser utilizado junto con
aminoacidos, oligopéptidos y proteinas que por lo general ocasionan reacciones de
empardamiento con sacaridos. Es capaz de estabilizar sustancias biologicamente activas
que se deterioran rapidamente y tiene propiedades de regulacion de presion osmotica,
imparticion de brillo, retencion de humedad, prevencion de cristalizacion de otros
sacaridos, menor fermentabilidad y previene la retrogradacion de sustancias amiléceas.
Por todo ello, dicho compuesto puede ser utilizado ventajosamente en la generacion de
productos alimenticios incluyendo bebidas, comestibles, alimentos para mascotas y

también en la produccion de cosméticos y farmacéuticos (Aga er al, 1996).
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Si bien en las patentes mencionadas se describen muchas caracteristicas atractivas de
la neotrehalosa, no se han reportado datos que permitan suponer la implementacion de un
proceso industrial para la obtencion de este disacarido no reductor ni de su
comercializacion, probablemente debido a los bajos rendimientos de neotrehalosa en los
sistemas de reaccidon estudiados, comparados con los de trehalosa, un disacarido no
reductor muy parecido a la neotrehalosa, con muchas de las atractivas caracteristicas de
ésta ultima y se obtiene con mejores rendimientos de reaccion, con los sistemas
adecuados.

A pesar de que en los trabajos resumidos ya se habia reportado la utilizacién de o-
amilasas sacarificantes para la produccion de neotrehalosa, la generacion de un enlace
al,p1 por una enzima cuya reaccion principal es la de hidrdlisis de enlaces o-1,4 con
retencion en la configuracion, resulta intrigante.

En 1995, Maruta y colaboradores reportaron la purificacion parcial de dos enzimas de
la cepa Q36 de Arthrobacter sp. aislada del suelo, capaces de sintetizar trehalosa (a-D-
Glucopiranosil-a-D-glucopiranésido). Los autores reportaron que una de las enzimas era
capaz de catalizar la conversion de maltopentaosa a maltotriosil trehalosa por medio de
una transgicosilacion intramolecular y la nombraron “malto-oligosil trehalosa sintasa”; la
segunda enzima, por otro lado, tenia la capacidad de hidrolizar el producto transferido

hasta maltotriosa y trehalosa, nombrandola “malto-oligosil trehalosa trehalohidrolasa”
(Maruta et al., 1995).

A pesar de que el producto de reaccion era la trehalosa y de que, en este trabajo, los
autores no mencionan la acciéon de una o-amilasa sacarificante en las reacciones, la
hipotesis de la formacion del enlace a-1,1 por medio de una transglicosilacion
intramolecular, resulta interesante.

Kato y colaboradores, en 1996, reportaron en una serie de tres articulos, un sistema
de produccion de trehalosa que involucraba dos actividades enzimaticas provenientes de
un homogenado celular del archea hipertermofilico y acidofilo Sulfolobus solfataricus
KMI1. Los autores reportaron que la primera enzima involucrada en dicho sistema, era
una glicosil-transferasa capaz de convertir diferentes maltooligosacaridos hasta glicosil-
trehalosas por medio de una transglicosilacion intramolecular. En dicha reaccién, la
enzima corta una glucosa del extremo reductor del sustrato y lleva a cabo una reaccion de
transferencia, siendo el mismo residuo de glucosa saliente, el aceptor del resto de la
molécula pero estableciéndose un enlace 1,1 debido a una distorsion de la molécula de
glucosa en el sitio activo, posicionandola de modo que es el extremo reductor (C1-OH) el
que funge como aceptor. Los autores nombraron a esta primera enzima “1,4,-a-glucan 1-

a-glicosiltransferasa” y reportaron que, junto con esta reaccion de transferencia, se
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encontraba en competencia la reaccion de hidrolisis, en la que el aceptor de residuos
glicosilo es el agua, pero era la reaccion de transferencia la primordial.

La segunda enzima en el sistema reportado, cataliza una reaccion de hidrdlisis de las
glicosil-trehalosas por medio de la ruptura del enlace glicosidico a-1,4 adyacente al
enlace a-1,1, liberando trehalosa y malto-oligosacéridos con dos unidades menos que las
del sustrato inicial. Los autores reportaron que la identidad de esta segunda enzima
correspondia a una o-amilasa con base en el caracter endo-glicosidico de la enzima, pero
aclaran que la supuesta a-amilasa mostraba una especificidad de sustrato y un modo de
hidrélisis distinta a otras o-amilasas de distintas fuentes. La sintesis de trehalosa se logrd
a partir de distintos sustratos como almidon, maltotriosa, maltotetraosa, maltohexaosa,

maltoheptaosa y aiin maltosa (aunque con bajo rendimiento) (Kato et al., 1996a; Kato et al., 1996b;
Kato et al., 1996¢).

Podrian plantearse varias hipotesis alrededor del mecanismos por el cual Amy A lleva
a cabo la sintesis de neotrehalosa. En el caso de la produccién a partir de maltosa,
podriamos suponer que la enzima lleva a cabo el corte de una molécula de maltosa y la
misma glucosa liberada es reorientada en el sitio activo de modo que se lleva a cabo una
transglicosilacion intramolecular parecida a la descrita por los Kato et al. con un enlace
al, 1. Por otro lado, debemos recordar que la enzima lleva a cabo reacciones de
transglicosilacion generando productos de mayor peso molecular y acumulando glucosa
en el medio; asi, es probable también que la glucosa acumulada sirva como aceptor de
residuos glicosilo en la reaccion de sintesis de neotrehalosa, llevandose a cabo una
transglicosilacion intermolecular. En todo caso, con la maltosa y otros malto-
oligosacéaridos como sustratos iniciales, es probable que el aceptor de residuos glicosilo
en esta reaccion sea una molécula de glucosa, ya que resulta mas improbable, por razones
de impedimento estérico, la reorientacion en el sitio activo de oligosacdridos de mayor
peso molecular, aunque no podemos descartar completamente dicha posibilidad.

Por otro lado, la posibilidad de la enzima de transferir residuos glicosilo creando
productos de mayor peso molecular que el sustrato inicial a partir de maltosa y otro
sustrato significa que, si bien el aceptor de residuos glicosilo es probablemente una
glucosa para la formacion de neotrehalosa, la transferencia puede involucrar mas de una
unidad glicosilo, generdndose glucosil-neotrehalosa, maltosil-neotrehalosa, etc. A pesar
de que no fue posible purificar e identificar productos de tal indole, si se registro la
presencia de un pico, probablemente correspondiente a un trisacarido, sefialado como P2
en la figura 6.27. Dados los datos obtenidos de la enzima, la identidad de este trisacarido
bien podria ser glucosil-neotrehalosa. No sabemos si AmyA seria capaz de hidrolizar el
enlace glicosidico a-1,4 adyacente al enlace al, $1, pero sabemos que la glucoamilasa es

capaz de hacerlo, ya que después de la accion de esta enzima la sefial desaparece,
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pudiendo utilizar esta actividad enzimatica después de la accion de AmyA para la
concentracion de neotrehalosa cuando el fin para el que se utilice AmyA sea la obtencion
de este producto.

En la figuras 6.28 y 6.29 puede observarse la presencia de otro pico de identidad
desconocida, correspondiente a P3 en los cromatogramas mencionados. A pesar de que
no podemos asegurarlo con certeza, a partir de la comparaciéon de su tiempo de retencion
con el de distintos estdndares, dicha sefial podria corresponder a la presencia de nigerosa
(3-0-a-D-glucopiranosil-D-glucosa). De ser este el caso, Amy A seria capaz de
transglicosilar generando no sélo enlaces a-1-4 y al, f1 como hemos comprobado, sino
también o-1,3. Dada la versatilidad que presenta la enzima, y el hecho de que debe haber
una reorientacion del sustrato en el sitio activo para la generacion del enlae al, 31 de la
neotrehalosa y dado el hecho de que la enzima forma dicho enlace, no hay razén para no
suponer que es capaz de generar distintos tipos de enlaces en las reacciones de
transglicosilacion, si bien es logico pensar que la formacion de algunos se da de manera
preferente a otros, en funcioén del impedimento estérico en el sitio activo de la enzima.

En todo caso, hemos demostrado que Amy A es una productora de neotrehalosa y que
es altamente transglicosidica y lo suficientemente versatil para generar enlaces distintos al

a-1,4, ademas de tener la ventaja de ser termofilica.

6.3.12 Reacciones de alcohdlisis con metanol y almidon

Se llevaron a cabo reacciones de alcohdlisis a partir de almidon al 6% y con
diferentes concentraciones de metanol (10, 20, 30 y 40%), tomando muestras después de
1,5, 12 y 24 h de reaccion. En la figura 6.31a se ejemplifica el registro de la produccion
de alquil-glicosidos (arriba de la mancha correspondiente a glucosa), principalmente
metil-glucosido (MG), pero también la probablemente corriespondiente a metil-maltosido
(MG?2). El metil-glucésido generado a las diferentes concentraciones de metanol después
de 24 h de reaccion fue cuantificado por HPLC; la figura 6.31b corresponde al
cromatograma resultante de la reaccion con 30% de metanol en el que se puede obsevar
con claridad la sefial de metil-gluc6sido generada.

En la tabla 6.4 se resumen los resultados de la cuantificacion por HPLC con las
diferentes concentraciones de metanol utilizadas. La mayor cantidad de metil-glucésido
obtenido se observo a concentraciones de metanol entre 20 y 30%, en las que se logro
obtener entre 3 y 3.5 mg/ml; en este punto, consideramos que existe un buen balance

entre el rendimiento del producto y la estabilidad de la enzima.
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Por otro lado, cabe recordar que junto con la generacion de metil-glucdsido, la
enzima genera otros alquilglicosidos con un mayor namero de residuos glicosilo que no
pueden ser observados en las placas de cromatografia en capa fina ni por HPLC bajo las
condiciones utilizadas. Para cuantificar el total de los alquil-glucosidos generados con la
enzima a partir de almidéon y metanol, se llevo a cabo una reaccidon con glucoamilasa, la
cual degrada los oligosacaridos y alquil-glicdsidos con enlaces o (1-4) exclusivamente,
hasta glucosa y metil-glucosido respectivamente. La tabla 6.5 compara la concentracion
de metil-glucoésido total obtenido por AmyA con almidon al 6% y metanol al 20%,
después de la reaccion con glucoamilasa, con las obtenidas a partir de dos o-amilasas
sacarificantes caracterizadas anteriormente en el grupo de trabajo (provenientes de A.

niger'y A. oryzae).
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Figura 6.31. a) Cromatografia en capa fina de las reacciones de alcohdlisis a partir de almidon al 6% y

metanol con Amy A. 1) Estandar de glucosa y maltosa; 2) Estandar de maltodextrinas; 3) Estandar de

metil-glucdsido; 4) metanol 10%, 1h; 5) metanol 10% 5h; 6) metanol 10%, 12h; 7) metanol 10%, 24h;
8) metanol 20%, 1 h; 9) metanol 20%, 5 h; 10) metanol 20%, 12 h; 11) metanol 20%, 24 h.

b) Cromatograma por HPLC de la reaccion de alcohélisis de Amy A con almidén al 6% y metanol al

30%.
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Tabla 6.4. Metil-glucosido obtenido después de 24 h de reaccion de la Amy A con almidon al 6% y

diferentes concentraciones de metanol.

Metanol (%) Metil-glucésido (mg/ml)
10 2.85
20 2.98
30 3.51
40 2.96

Tabla 6.5. Metil-glucosido obtenido de la reaccion a partir de almidon (6%) y metanol con Amy A y

otras a.-amilasas sacarificantes (Damian-Almazo et al., 2008; Santamaria et al., 1999).

Enzima Metil-glucosido (mg/ml)
T. maritima 7.5
A. niger 2.32
B. licheniformis A289Y 0.76
A. oryzae 0.76

Asi, Amy A es capaz de generar mas de tres veces la concentracion maxima obtenida
con la a-amilasa de 4. niger, que era la enzima mas prometedora en términos de su capacidad
para llevar a cabo reacciones de alcoholisis de las investigadas hasta el momento, con menor
concentracion de metanol en el medio de reaccion. Este resultado pude atribuirse a una mayor
capacidad transglicolitica de la enzima, a una mayor estabilidad de la enzima ante alcoholes
en el medio de reaccidn, o a un compromiso entre ambas caracteristicas. En todo caso, resultd
ser un dato alentador para la utilizacion de Amy A en reacciones de alcoholisis con
maltodextrinas, las cuales no generan el mismo poder protector que el que se sabe ejerce el
almidon gelatinizado. Por otro lado, cabe resaltar el hecho de que al degradar los productos de
reaccion con la enzima glucoamilasa, la concentracion medida de metil-glucdsido es mayor
que antes de dicha degradacion, a partir de lo cual se puede concluir que Amy A también es
capaz de generar productos de alcoholisis de mayor peso molecular que el metil-glucésido y
que cuando no se utiliza la glucoamilasa para degradar dichos productos, se genera una

notoria subestimacion de los productos de alcohdlisis de la enzima.
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6.3.13 Reacciones de alcohdlisis de Amy A con metanol y maltodextrinas.

Se llevaron a cabo reacciones de alcohodlisis con maltodextrinas al 15% y diferentes
concentraciones de metanol (10, 20, 30, 40 y 50%). Como se mencion6 anteriormente, el uso
de maltodexrinas como sustratos es atractiva debido a la posibilidad de manejar un medio de
reaccion mucho menos viscoso que el que resulta con almidon. En la figura 6.32 puede
observarse, a partir de las placas de cromatografia en capa fina de las reacciones, que la
enzima es capaz de generar metil-glucoésido a las diferentes concentraciones probadas. El
metil-glucosido generado de las reacciones a las 24 h de reaccion fue cuantificado por HPLC

y los resultados se esquematizan en la figura 6.33.
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Figura 6.32 Cromatografia en capa fina de las reacciones de alcoholisis a partir de maltodextrinas
al 15% y metanol con Amy A. 1) Estandar de glucosa y maltosa; 2) y 3) Estandar de
maltodextrinas; 4) metanol 10%, 1 h; 5) metanol 10%, 5 h; 6) metanol 10%, 12 h; 7) metanol 10%,
24 h; 8) metanol 20%, 1 h; 9) metanol 20%, 5 h; 10) metanol 20%, 12 h; 11) metanol 20%, 24 h;
12) Estandar de glucosa y maltosa; 13) Estandar de maltodextrinas; 14) Estandar de metil-
glucésido; 15) metanol 30%, 1 h; 16) metanol 30%, 5 h; 17) metanol 30%, 12 h; 18) metanol 30%,
24 h; 19) metanol 40%, 1 h; 20) metanol 40%, 5 h; 21) metanol 40%, 12 h; 22) metanol 40%, 24 h;
23) metanol 50%, 1 h; 24) metanol 50%, 5 h; 25) metanol 50%, 12 h; 26) metanol 50%, 24 h; 27)

Estandar de glucosa y maltosa, 28) Estandar de maltodextrinas; 29) Estandar de metil-glucosido.
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Figura 6.33. Efecto de la concentracion de methanol en los productos de alcohdlisis con Amy A, a

partir de maltodextrinas al 15% y 24 h de reaccion.

Se encontré que empleando una concentracion de metanol al 40%, fue posible
obtener practicamente 3 mg/ml de metil-glucésido, valor parecido al maximo obtenido
con almidon al 6% y 20 - 40% de metanol. Como se explicé anteriormente, las o-
amilasas sacarificantes hasta ahora estudiadas no resultan eficientes en las reacciones de
alcoholisis a partir de maltodextrinas. Estos resultados demuestran que Amy A es capaz
de utilizar estos sustratos para reacciones de alcoholisis, aun sin el poder protector del
almidén en el medio de reaccion. Esto indica la ventaja que representa la utilizacion de
una enzima termoéfila en comparacion con sus contrapartes mesofilas. Asi, es posible que
Amy A en efecto sea mds estable ante la concentracion de alcohol en el medio y que ello
sea un factor que explique su capacidad para utilizar sustratos de bajo peso molecular
para llevar a cabo reacciones de transglicosilacion, incluso con alcoholes en el medio de
reaccion, con la generacion de alquil-glicésidos.

Una vez obtenidos estos resultados, decidimos probar la capacidad de la enzima para
llevar a cabo reacciones de alcoholisis a partir de maltosa. Con tal fin, se llevaron a cabo
reacciones con maltosa al 10% y diferentes concentraciones de metanol.
Desafortunadamente, no se registré la generacion de alquil-glicésidos después de 24 h de
reaccion.

Se llevaron a cabo también reacciones con AmyA y metil-glucésido a diferentes
concentraciones como sustrato con el objetivo de comprobar si la enzima es capaz de
hidrolizar el producto generado de la alcohdlisis con metanol. La enzima se afadi6 a una
concentracion de 0.5 U/ml y las reacciones se analizaron por cromatografia en capa fina
después de 5 h. En la figura 6.34 se muestra la placa de CCF obtenida, en donde se puede

observar que no se lleva a cabo la hidrélisis del sustrato.
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Figura 6.34. Cromatografia en capa fina de las reacciones de Amy A y metil-glucésido. 1) Estandar de
glucosa; 2) Estandar de metil-glucésido; 3) metil-glucésido 0.5%; 4) metil-glucosido 1%; 5) metil-
glucoésido 1.5%; 6) metil-glucésido 2%; 7) metil-glucdsido 2.5%.

6.3.14 Reacciones de alcohdlisis con Amy A a partir de butanol y almidon.

Para analizar si alcoholes de mayor peso molecular que el metanol pueden fungir
como aceptores nucleofilicos de Amy A en reacciones de alcohdlisis, llevamos a cabo
reacciones con almidoén al 6% y butanol al 8%. Las reacciones se analizaron por
cromatografia en capa fina después de 48 h de reaccion y el cromatograma obtenido se

muestra en la figura 6.35.
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Figura 6.35. Cromatografia en capa fina de las reacciones de Amy A y almidéon al 6% y butanol al 8%.
1) Estandar de glucosa y butil-glucésido, 2) Productos de reaccion antes de la accion de la enzima

glucoamilasa, 3) Productos de reaccion después de la accion de la enzima glucoamilasa.

Después de 48 horas de reaccion, se cuantifico la cantidad de butil-glucésido

generada por la enzima y result6 ser de 4 mg/ml. Asi, se demostré que la enzima es capaz de
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utilizar este alcohol para la generacion de alquil-glicésidos con una mayor capacidad
surfactante que los generados a partir de las reacciones con metanol y por lo tanto, con un
mayor valor comercial.

Finalmente, cabe sefialar que a lo largo de la presente investigacion, fueron las
enzimas sacarificantes y transglicosidicas las capaces de generar glicosidos, productos de las
reacciones de transglicosilacion (alquil-glicésidos y neotrehalosa), soportando la hipotesis
planteada inicialmente, que relaciona la capacidad transglicosidica de las enzimas amiloliticas

con su capacidad para generar para generar este tipo de productos.
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7. CONCLUSIONES

En la primera etapa del proyecto, se concluyd que la combinacion de actividades de
hidrélisis y transferencia, resulta en una mayor eficiencia en la degradacion del almidon,
soportando la hipotesis planteada inicialmente, que relaciona las reacciones de
transglicosilacion de las enzimas amiloliticas sacarificantes con la mayor eficiencia en la
degradacion del polimero mencionado.

Se logr6 identificar una a-amilasa sacarificante, termofila, con alta capacidad
transglicosidica, capaz de generar productos de transferencia de alto valor comercial a partir
de diferentes sustratos donadores de residuos glicosilo como alquil-glicésidos y el disacarido
no reductor neotrehalosa, con caracteristicas atractivas para su utiizacion en diferentes
aplicaciones industriales.

A partir de las distintas reacciones de transglicosilacion caracterizadas de AmyA,
podemos decir que la enzima es altamente versatil y capaz de llevar a cabo reacciones de
hidroélisis y transferencia produciendo, en el Ultimo caso, compuestos con enlaces distintos al
a-1,4. Amy A resultd ser una enzima con mucho mayor versatilidad para llevar a cabo
reacciones de transferencia que las otras a-amilasas sacarificantes estudiadas en el laboratorio
y reportadas, con la gran ventaja de ser ademas una enzima termofilica, con una temperatura
Optima de 85°C y estable ante alcoholes.

Por todo lo anteriormente mencionado, AmyA posee un uso potencial en distintos
procesos de obtencion de productos con un alto valor comercial.

A lo largo de la presente investigacion, se observo que las enzimas sacarificantes,
capaces de llevar a cabo reacciones de transglicosilacion, fueron aquéllas capaces de generar
glicdsidos, como alquil-glicosidos y neotrehalosa, soportando la hipdtesis inicialmente
planteada, que relaciona la capacidad transglicosidica de estas enzimas con su capacidad de

generar este tipo de productos.
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8. PERSPECTIVAS

El hecho de haber identificado una a-amilasa termoéfila y altamente transglicosidica,
capaz de generar enlaces distintos al o 1,4, abre una amplia gama de posibilidades de
investigacion y planteamiento de nuevas metas. Resulta conveniente, por un lado, la
optimizacion de las condiciones de reaccion para la obtencion de un mayor rendimiento de
neotrehalosa, con el fin de establecer un sistema para su facil extraccion y que eventualmente
permita su aplicacion real en industrias de diversa indole.

Por otro lado, resulta también conveniente la identificacion de otros disacaridos y
trisacaridos formados en las reacciones de transglicosilacion con Amy A, con enlaces
distintos al a 1,4 y con posible aplicacion industrial, que ademas arrojen mas luz sobre la
versatilidad de la enzima para la formacion de enlaces distintos al a-1,4

En el rubro de las reacciones de alcoholisis, resultaria interesante analizar el potencial
de Amy A para llevar a cabo reacciones en medios bifasicos con alcoholes de mayor peso
molecular (como hexanol u octanol), que generarian alquil-glicésidos con mayor capacidad
surfactante, de interés en distintos tipos de industria. Por otro lado, la versatilidad de Amy A
en reacciones de transferencia, permitiria probablemente la utilizacion de distintos aceptores
de residuos glicosilo, como polioles, a partir de de maltodextrinas y malto-oligosacaridos de
menor peso molecular, que tal y como se demostrd en este proyecto, son buenos sustratos de
la enzima.

Con estas perspectivas en consideracion, se lograria ampliar la obtencion de diversos
productos de alto valor comercial, con rendimientos adecuados para su utilizacion en distintas

aplicaciones industriales.
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A more Efficient Starch Degradation by the
Combination of Hydrolase and Transferase
Activities of ¢-Amylase and Cyclomaltodextrin
Glucanotransferase

a-Amylases catalyze the hydrolysis of internal «-{1 — &} tinkages of glucose polymers as
their main reaction; however, same w-aimylases calalyze transfer reactions in addiion
o hydrolysis. It has been observed that those «w-amylases capable of transferring gly-
coside residues ars also those that genérate low molecular weight products from their
action on starch {i.e. sacchartfying o-armylases). In this paper the product profiles of a
fowefying w-amylase, a cyclomalicdextrin glucanotransterase and both enzymes act-
ing together on starch and maltodextring are compared. The increase in glucose and
maltose congentration, when both enzymes act together, I8 due to the combined
action of the transfer and hydrolytic activity of CGTase and the liguelyving =-amyiase,
raspectively,

Keywords: e-Amylase; Transghvcosylation, CGTass

1 introduction

a-Amyiasas  (o-1,4-0-glucan  glucanohydrofasss, EC.
3.2.1.7) are enzymes that catalyze the hydrolysis of inter-
nal «-[1 - d}linkages of starch molecules acting through a
“retaining mechanism® {1, 2]. Depending on the machan-
ism of starch degradation, w-amylasas are known as sac-
chartfying or ligusfying, the former producing twice the re-
gueing sugar power than the latter for the sames degrae of
hydrolysis [31 As a conseguence, saccharifying amylases,
mainly of fungal origin, generate lowsr molecular weight
products than liguelving a-amylases, mainly of bacterial
origin (2, 4], o-Amylases consist of three domains, The
catalvlic and ceniral domain or domain A, is an {o/fi)s ar-
ral (TIM Barrel) that contains one aspartic acikd and one glu-
tarmic acld raguired forcatalysis, Domain B s formed by a
ioop connacting the third strand andd the third helix of the
TIM barrel, this domain varying greatly in size and struc-
e amonyg different e-amylasas. Domain B forms a lamps
part of the substrate binding olsft and is though o be
important for the differences in substrate specificity be-
twaan o-amylases, Domain C, found in the C-terminal
and of the proteln, has an antiparallel f-sancwich fold

While w-armylases cleave w-(1—4} linkages in a way de-
pendant on the number and the afinily of thelr subsites
wwards the substrate, producing oligosaccharides of
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variable length, amviases such as f-amylases or gluco-
amylasas act through an "exo” mechanism resulting inlow
molscular weight products, mainly maltose and glucoss,
respactively [2, 71 On the other hand, cydlomaltodextrin
glucanotransferase ([£.C, 2.4.1.18, CGTasa} is a natural
traneferase, although a member of the e-amylase family.
The apecific reaction catayzed by this enzyme is that of
cyclization and the main products obtained from its action
are a'-, B’ and y'-oyclodaxtring containing 6, 7 and 8 glu-
cose residues, respectivaly [8, 8, 9]

Although all «-amylases act twough an endo machanism,
the saccharifying enzymes produce lower molecular
weight products. 1t has beeh demonstrated that they
also catalyze «-{1--4) transgiycosylation reaclions n
addiion to hydrolysis [10]. The transglycosylation resc-
tion can be understood as the transfer of a glycosyl group
of & substrate donor to an atcetor; the reaction is similar
to hydrolysis, except that water s no longer the acceplor

[11].

The indtial sten in the industrial production of glucoss,
maltose or oyolodexirins is starch hydrolysis by the ligue-
fying and tharmostabile c-amylase from Baciius lickeni-
formis [12]. Afterwards, a second erwyme, and often a
change of reaction condifions, pht and femperature are
recuired, depending on the desired product. Hecently,
saevaral reports have deall with the mutation of hydrobyiic
anzyme structures In order 1o introduce transferase activ-
ity modifying the product profile [13-15],

In a recent article based on a phylogenstic analysis, some
of us proposed that CGTasss and g-amylases diverged
from a commaen ancastor and that TG Tases avolved from
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a-amylases in order to carry out a more efficient degrada-
tion of starch and maltodextring [18L. As a conslusion, it
was proposed that the combination of hvdrolysis and
transter activities in saccharifying «c-amylases is responsi~
ble for a more extensive degradation of starch, resulting in
low molecular weight products. This was demonstrated by
lncking at the product profie of iquefying w-amyiass and
CGTase 25 comparad with the product of each enzyme
along, In the case of a-amvlase from Aspeargifius niger,
which is Known as maltogenic dug to the large amount of
maltose preduced from starch or DE 8-15 liquefied starch,
the product profite may be due 10 the transferase and
hydrabytic activities of thizsenzyme [16].

in order to further explore the effect of both activities,
hydrolysis and transferases acting ogether, the action pat-
tern of an hydrolytic e-amylase such as B, licheniformis
and atransferase such as Bacillus macerans GG Tase act-
ing together on starch ware investigaied. The reaction
products of the combined action of the liquetving w-amy~
mse and the transferase were analyzed and compared
with the products abtained by sach snzyme, acting on
starch and maltodexinins,

2 Maiterials and Methods

2.1 Enzymes

o-Amylase from B. fcheniformis, Termamyl 1201, was
purchased from Novozymss A/S 0L F, México)l, CGTass
from B. migeerans was obtained from Amano {(Elgin, 1,
Usa), Soluble starch, actually amytodextrin produced by
treating potato or corn starch with dilute hydrochloric
acid, was purchased from Sigma-Aldrich (St Louls, MO,
LISA) Sigma number S9765). Glucose and maltose were
from Sigma-Aldrich, maltodexiring {&midex, 20 DE} wers
supplied by Arancia Comn Products {(Edomex, México),
Both o'~ and B'-cyclodextrin were produced by AMAIZO
{American Maize Products Company, Hammond, N,
UDA)L

2.2 Enzyme activity

The depoivmearization of starch by . Tcheniformis a-army-
lase wasg monitorad following the formation of reducing
sugars by the 35-dinitrosalicylic acid method with glu-
cose as standard. This method was only used In the eval-
yation of the amount of snzyme activily in the commercial
preparation in order to standardize | ih the reactions. A
unit of enzyme activity was defined as the amount of en-
zyme required 1o release 1 pmol of glucose sguivalents
par minute. The mactions were caried out at 80°C in
0.5 mbL of 2 pH 6, 30 mM phosphate bulfer containing

© 2004 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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12 mg/ml starch ard 3 mi CaCly, The activity of the
commercial product was 13175 Wml. On the other
hand, CGYase contained 6.804 UmbL as measured by
the general assay using amyiose and measuring the de-
creasea in lodine-staining power {17], Ona unit of enzyme
is defined as the amount of the enzyme that produced a
1% recduchon in Agg per min,

2.3 Reactions with c-amyiase and CGTase

Feactions with x-amyiaseé from 8. ficheniformis, CGTase
frorme 8, macerans and a combination of both were con-
ducted. All the reactions with starch were carried out with
2 12 mag/ml starch concentration in 30 mpa phosphats buf-
fer with 3 b CalCly in atotal volume of 10 mi al 60°C and
pHE, containing 0.1 pl ofw-amyiase permiiiliilerand 0.6 ub
of CGTase per milliliter. The reacton was followed untll no
further increase in reducing sugars was observed (ususally
30 mird and the finad products were analyzed by HPLEC, All
the reactions with maltodextring (20 DE) were carried out
with 150 mg/ml concentration uging the sarme conditions
and the sama enzyme concentrations as those used inthe
starch reactions, The producis were also analvzed by
HPLC when the reactions reached complstion. All the
expeariments were carried out in triplicate.

2.4 HMPLC analysis of oligosaccharides

Analysis of the reaction oproducts was carrled out by
HPLC {Waters 800E) using a Waters chromatograph with
arefraction index detactor (Waters 410) with an autormatic
injector model (Walers 717 plus). Bamples of 10 pl of the
rezction mixture were injected for sach analysis. The
chromatographic column used for the separation of prod-
ucts was an aminated 4.6 » 250 mm Nova-Pack column,
A B7% {v/v} aqueous solution of acetonitrile was used as
the mobile phase at a flow rate of 0.8 mU/min, Glucoss,
maitose, malto-oligosaccharides, o - and f-cyclodex-
tring were used as standards and wers injeciasd at known
concentrations to create a calibration curve. For vield
determinationsg, the concentrations of &1 to G5 were gale
culatad from the cofresponding chromatogram arsas and
referred as oligosaccharides G1-G8,

3 Results and Discussion

it s wall known that g-amylase from B fcheniformis is a
liquetyving enzyme releasing low molascular weight malto-
oligosaccharides after extensive degradation of starch [18,
18], After 30 min of reaction, maltopentaose (G5 was the
most abundant product resulling from the action of w-amy-
lase on starch, Tollowed by maltotriosa {33}, maltose (G2},
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glucose (G1) and finally maltotetraose (G4) {see Fig. 1). Al-
though it has been reported that higher transferase activity
is observed at higher temperatures [20], the same product
profile was observed at 80°C. In total, 8.3 mg/mL of oligo-
saccharides (G1-G5) were obtained from 12 mg/mL of
starch as determined from HPLC quantification.

On the other hand, it is known that CGTase has three main
activities: the cyclization reaction producing «'-, '~ and
v'-cyclodextrins, which is the most important; the hydrol-
ysis reaction and finally, the disproportionation reaction,
which is also a transglycosylation reaction in which the
donor and the acceptor of glucosyl residues are linear oli-
gosaccharides (6, 8, 9). Itis also known that in the pres-
ence of acceptors such as glucose, part of the activity
results in the production of malto-oligosaccharides [21).

In Fig. 2, it may be observed that in the presence of
starch {12 mg/mL), CGTase from B. macerans produces
mainly CDs, o-cyclodextrin being the preferential product

Starch Degradation by Combination of Hydrolase and Transferase 65
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Fig. 1. Product profile obtained from the reactions with a-
amylase and ¢-amylase + CGTase on 12 mg/mL starch.
No oaligosaccharides (G1-G5) were observed when
CGTase reacted alone with starch, For reaction condi-
tions see Materials and Methods.
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Fig. 2. Chromatogram obtained by HPLC from the reaction with (A) c-amylase + CGTase and (B)
CGTase alone, acting on 12 mg/ mL starch. For reaction conditions see Materials and Methods.
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(4.8 mg/mL), followed by B-cyclodextrin {2.8 mg/mL). A
very small amount of y-cyclodextrin was produced. No
glucose or oligosaccharides were observed as already
reported by Tornkova (8] and Terada et al. [17].

As already stated, the difference found in the product pro-
file obtained with a saccharifying ¢-amylase, as com-
pared with a liquefying c-amylase, has been explained
as the result of the combined action of hydrelytic and

A) Substrate; maltodextrins (20 DE}

Starch/Stérke 56 (2004) 63-68

transferase activities, resulting in more efficient degrada-
tion of starch. Transferase activity may e quantified by
the ability of the a-amylase to transfer glucose from starch
to acceptors other than water, such as alcohois. By site
directed mutagenesis, Saab-Rincon et al. introduced
transferase activity in a liquefying enzyme from Bacilius
stearothermophilus, increasing its efficiency to transfer
glucose moieties to methancl {14]. When acting on starch,
this new enzyme produces lower molecular weight prod-

Product conceniration (mg‘(ml)
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g 26
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. A —i— Fig. 3. Product concentration profile obtained
11.13 : from the action of a-amylase and CGTase act-
10 ing on 150 mg/mL of maltodextrins {20 DE)
used as substrate. A) 20 DE maltodextrins
e bis used as substrate. B) Product profile after
51 30 min of reaction with CGTase. C) Product
profile after 30 min of reaction with a mixture
0 — . : — . L, of g-amylase and CGTase. For reaction condi-
Gi G2 G3 G4 G5 G5 G7 tions see Materials and Methods.
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ucts than the wild tvpe. Therefore, soms advantages may
be found by direct combination of both types of activities
in the production of ofigosaccharides. This s shown in
Figs, 1 and 2, where the products of the combined action
of the liquefying w-amvylase and CGTase when used o
gether in the same regetion are shown, The temperature
for this reaction was sslected as 60°C, which is optimal
for CGTase, although a-amylase from B, fcheniformis
has higher optimal valus, retaining 80% of iis activity at
T0°C and pH 6 [22),

When the products of both enzyvmss, e-amyiase and
Ciatase, are compared with those of wamylass alone,
the total amount of oligosaccharides is inoressed to
10.2 mg/ml but, most important, the product distebution
is rnodified, resulting In a higher specificlly towards mal-
tose and glucose and reducing the production of G5, the
main preduct of the hydrolytic activity. it is important to
point out that this distribution of produsis is obtained by
naither of the enzymes acting alone nor by the sequential
application of g-amylase followad by CGTass. This tast
posalbility was demonstrated by analyzing the product
pattern of the reaction of CGTase on commercial malto-
dextring (20 DE, 150 mg/ml) obtained by the action of a
fguefying o-amylase, This product has an oligosacchar-
ide profile shown In Fig, 34, with 3 and G5 as the main
components. After 30 min with CGTase, the enzyme is
capable of using G3, G8 and G7 because of is fransfer-
ase activity, resulting in higher molecular weight products
out of the G1- G7 range as observed inthe HPLC chroma-
tograms data not shownl. From tha mass diffsrences in
the cuantified products corresponding to Figs, 3A and
388, more than 10 mgfmb were converted to products of
highar malecular weight than G7. However, the increase
in maltose concentration s poor compared to the vield of
this produnt obtained by the action of both enzymes act-
ing together, as shown in Fig, 3C. Tharefore, whan using
starch as substrate, the products can only be described
as the result of the combined action of transfergse and
hydrolytic activities,

4 Conclusions

in this worl, we demonstrated that the combination of the
hydralytic activity of a liquefying w-amylase and the trans-
farase activity of a CGTase resulis in 2 maove efficient
starch degradation, and thus in the generation of iow mo-
iwoutar welght products as compared with the action of
each activity separately,

In the starch industry, the first step in the substeate con-
version is carried out by a liquefying and thermaostabie «-
amylase and, depending on the product of Interest (..
glucose, fructose, mattose and maltoiriose, cyclodex-

© 2004 WILEY-VOH Verlag GmbH & Co. KGaa, Weinheim
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trins, stc.), # is often necessary 1o use One of more other
enzymes with the subsequent changs in reachion condi-
tions.

The high concentration of starch used in industry favors
the transferase activity of c-amylases, particularly those
bearing saccharifying properfies, According to the resulis
obtained in this work, the combination of the adequate
activiies present in amvlases, efther by combination of a
iguefying a-amylase and CETase or by introduction of
transferass activity in liguelving c-amylases, may constl-
tute an interesting allernative for the production of rmal-
tose or maltotnose {depending on the transferase and
hvdrolase specificities) in a single reaction from starch
without the need for changing pH or temperature condi-
tions.
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AmyA, an «-amylase from the hyperthermophilic bacterium Thermotoga maritima, is able to hydrolyze
internal «-1,4-glycosidic bonds in various a-glucans at 85°C as the optimal temperature. Like other glycoside
hydrolases, AmyA also catalyzes transglycosylation reactions, particularly when oligosaccharides are used as
substrates. It was found that when methanol or butanol was used as the nucleophile instead of water, AmyA
was able to catalyze alcoholysis reactions. This capability has been evaluated in the past for some a-amylases,
with the finding that only the saccharifying fungal amylases from Aspergillus niger and from Aspergillus oryzae
present measurable alcoholysis activity (R. I. Santamaria, G. Del Rio, G. Saab, M. E. Rodriguez, X. Soberon,
and A. Lopez, FEBS Lett. 452:346-350, 1999). In the present work, we found that AmyA generates larger
quantities of alkyl glycosides than any amylase reported so far. In order to increase the alcoholytic activity
observed in AmyA, several residues were identified and mutated based on previous analogous positions in
amylases, defining the polarity and geometry of the active site. Replacement of residue His222 by glutamine
generated an increase in the alkyl glucoside yield as a consequence of a higher alcoholysis/hydrolysis ratio. The
same change in specificity was observed for the mutants H222E and H222D, but instability of these mutants
toward alcohols decreased the yield of alkyl glucoside.

a-Amylases (EC 3.2.1.1) are retaining glycosidases that cat-
alyze the hydrolysis of internal «-1,4-glycosidic bonds in starch
through a double-displacement mechanism in which a covalent
intermediate glycosyl enzyme is deglycosylated by water (43,
62). a-Amylases contain 5 to 11 subsites that bind glucose
moieties (8, 51), with their numbers and relative affinities de-
fining their product profiles (38). Like all retaining glycosi-
dases, a-amylases can also catalyze transfer reactions, which
are the result of employing molecules other than water as
glucosyl acceptors, such as carbohydrates (transglycosylation
reactions) or alcohols (alcoholysis reactions). When a high-
molecular-weight alcohol is used as an acceptor, the product is
an alkyl glycoside with surface tension activity properties that
are important in several industrial applications. Therefore, the
extremely laborious and inefficient chemical synthesis of alkyl
glycosides presents an opportunity to develop enzymatic meth-
ods devoted to increasing the yields and specificities of these
reactions.

The feasibility of alcoholysis reactions using various exogly-
cosidases has been extensively investigated (references 57 and
65 and references therein), and although efficient processes
have been developed using activated substrates, such as p-
nitrophenyl-glucoside or p-nitrophenyl-galactoside, with «-
and B-glucosidases and galactosidases, the use of a readily
available substrate, such as starch or amylodextrins, could
prove attractive if efficient reactions employing a-amylases are
developed.

* Corresponding author. Mailing address: Instituto de Biotecnolo-
gia, UNAM, Apartado Postal 510-3, Cuernavaca, Morelos, 62271,
México. Phone: (52) (777) 329-1640. Fax: (52) (777) 317-2388. E-mail:
gsaab@ibt.unam.mx.

¥ Published ahead of print on 13 June 2008.
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For a given degree of starch depolymerization, endoamy-
lases (such as a-amylase) generate lower-molecular-weight
products than exoamylases (such as B-amylase or glucoamy-
lase); while the former hydrolyze the polymer chain at random,
the latter perform the hydrolysis from the nonreducing end of
the molecule. However, in the case of maltogenic or sacchar-
ifying a-amylases, which are in principle endoenzymes, lower-
molecular-weight products are obtained, presumably as a re-
sult of differences in subsite binding site affinities (3, 32) and
the combination of hydrolytic and transfer mechanisms during
the degradation process (42). Consequently, saccharifying
a-amylases, such as Aspergillus oryzae and Aspergillus niger
a-amylases, can transfer glucoside residues to alcohols (39), a
limited property in liquefying a-amylases (55).

The direct use of fungal a-amylases for the production of
alkyl glycosides from starch is precluded by the high temper-
ature required for starch solubilization and the required sta-
bility of the protein toward alcohols. Currently, the industrial
processing of starch requires initial hydrolysis by a liquefying
(bacillar) thermostable a-amylase during the phase known as
liquefaction, which is followed by a saccharifying step after pH
and temperature adjustment due to the thermal stability of the
saccharifying glucoamylase (63). In this context, the use of a
thermophilic saccharifying a-amylase would be attractive, not
only in the development of alcoholysis reactions, but also in the
starch-processing industry, considering that thermophilic pro-
teins are by their nature more stable at higher temperatures
than their mesophilic equivalents and that thermostability has
often been related to other important properties for a biocat-
alyst, such as resistance to substrate or product inhibition, as
well as substrate and product solubility (66).

In 1997, Liebl et al. described an a-amylase (AmyA) found
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in the hyperthermophilic bacterium Thermotoga maritima
MSBS8 (DSM 3109) as a saccharifying amylase with an optimal
temperature at 85°C that was able to hydrolyze internal a-1,4-
glycosidic bonds in various a-glucans, such as starch, amylose,
amylopectin, and glycogen, yielding mainly glucose and malt-
ose as final products (37). As AmyA offers the advantage of a
saccharifying profile in a very stable scaffold, we decided to
explore its properties as a transferase, particularly in alcohol-
ysis reactions, compared to other a-amylases and to improve
this property by site-directed mutagenesis.

From the structural point of view, the direct comparison
through multiple-sequence alignments of liquefying and sac-
charifying enzymes, as well as maltogenic amylases, neopullu-
lanases, and CGTases, that have important transglycosylation
activities has allowed the identification of residues potentially
involved in transglycosylation activity (20, 30, 54). In spite of
the fact that the a-amylase AmyA from 7. maritima is already
a saccharifying enzyme, after a sequence and structure com-
parison, we were able to identify various residues that are
important in saccharifying amylases and are not conserved in
the 7. maritima a-amylase, suggesting that their mutation may
generate an even more saccharifying enzyme; actually, as al-
coholysis can be considered a specific type of transfer reaction,
this would probably result in a more alcoholytic enzyme.

Several reports in the literature indicate that transglycosyl-
ation activity can be introduced or modified by promoting the
effective concentration of less polar substrates in the active
site, either by decreasing the affinity for water (7, 20, 34) or by
modifying the geometry of the active site to disable the acti-
vation of the catalytic water molecule (39) and thereby favor-
ing the activation of other, bulkier acceptor groups. The im-
portance of aromatic residues in substrate binding at the active
site of glycosidases through stacking interactions is well docu-
mented (7), and it has been proven that the introduction or
substitution of these kinds of residues can modify the affinity of
the protein at the different substrate subsites, affecting both the
product profile and the activity of the enzyme (40, 45, 50, 54).

With this background, we focused our mutagenic strategy
especially on those aromatic residues that, according to our
model, might be involved in stacking interactions with the
substrate, like Trp177, Tyr178, and Phel79 in domain B and
His222 and Val259 in domain A of T. maritima a-amylase. Our
expectations were that the modification of these residues to
linear side chains might favor the entrance of other substrates
to compete with water.

In the present work, we report some properties of AmyA
and analyze the properties of several mutant proteins intended
to improve the capacity of AmyA to carry out transglycosyla-
tion and alcoholysis reactions, in particular, its alcoholytic ac-
tivity using starch as a substrate. The mutation positions were
defined based on multiple-sequence alignments and a struc-
tural model constructed for AmyA.

MATERIALS AND METHODS

Homology modeling of AmyA. There is no structural information on AmyA.
However, it contains the four most highly conserved signatures present in mem-
bers of family 13 of glycoside hydrolases (16, 26, 44, 52, 61) and 31% sequence
identity to its closest homologous with known structure. In order to identify
residues near the active site, a homology model for a-amylase AmyA was gen-
erated with the Swiss Model server (http://www.expasy.ch/swissmod/SWISS
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-MODEL.html) (19) using the coordinates of the a-amylase from A. oryzae
(Protein Data Bank [PDB] entry 7TAA) (7) complexed with a modified acarbose
inhibitor as a template. The side chain conformations in the model (root mean
square score) were evaluated using the WHAT CHECK program (21). The
model was minimized, and the substrate was introduced by homology to the TAA
structure using InsightII molecular-modeling software (Accelrys Software, Inc.).
Alternatively, using the program Deep View/Swiss PDB viewer version 3.7 (http:
/lexpasy.org/spdbv/) (19), the modified acarbose inhibitor crystallized in the
7TAA structure was superimposed on the generated model, guided by the four
conserved regions characteristic of the amylase family (46).

Gene cloning and site-directed mutagenesis. The amyA gene from T. maritima
(GenBank accession number CAA72194) was cloned into pET28a+ from a 7.
maritima library kindly provided by Enrique Morett, using the oligonucleotides
5'-CGAAGGCATATGAAGGTTGTGAAG-3" and 5'-CGATCCAAGCTTCA
CTTTTTGAAAATGTACGC-3’ through the Ndel and HindIII restriction sites.
The megaprimer method (56) was used to construct a DNA fragment carrying
mutations at positions Trp177, Tyr178, and Phe179 to valine; His222 to aspartic
acid, glutamic acid, and glutamine; and Val259 to tryptophan using the oligonu-
cleotides 5'-CCGAAATACACGACTTTTTGACC-3’, 5'-CCGAAAACCCAG
ACTTTTTGACCC-3', 5'-AGCCAAAAAGTCCGACATACCAGAC-3', 5'-G
ACCAGCCATATATSTSCTTTGCAGC-3' (where S = G or C), and 5'-CCG
CTGAACCACTCTCCCAC-3', respectively, by PCR, in combination with the
oligonucleotide 5'-CGAAGGCATATGAAGGTTGTGAAG-3’, which anneals
at the 5’ terminus of the gene. The megaprimers obtained were purified and
further extended in a second round of PCR with the oligonucleotide 5'-CCGC
AAGCTTTTTGAAAATGTACGCTTTC-3’, which anneals at the 3’ end to
complete the genes. The resulting mutated genes were cloned through Ndel and
HindIII restriction sites in the pET28a+ expression vector from Novagen, which
adds a sequence that encodes a six-His tag at the 3’ termini of the genes. The
ligated vectors were used to transform electrocompetent ER2566 E. coli cells
(New England Biolabs) by electroporation and plated on Luria-Bertani medium
supplemented with 25 wg/ml kanamycin. Plasmid DNA was purified from six
independent colonies using the High Pure plasmid isolation kit (Roche) and
sequenced completely to ensure that mutations other than the ones designed did
not occur. In order to carry out a fine characterization of particular mutants, the
genes were subcloned, eliminating the signal peptide-coding region. To do this,
the already mutated genes were amplified with the oligonucleotides 5'-TTGCT
GAGCCGAAGGCATATGTGCTTTCAAACGTCTATGAGTCAATCC-3’
and 5'-CGATCCAAGCTTCACTTTTTGAAAATGTACGC-3" and subcloned
through Ndel and HindIII restriction sites in vector pET28a+ as described
above. Production of proteins with these vectors had a much higher yield, and
contamination of unprocessed peptide was avoided.

Enzyme purification. Transformants of wild-type AmyA and mutants were
cultured in 3 liters of Luria-Bertani medium supplemented with kanamycin and
induced with 0.25 mM dioxane-free IPTG (isopropyl-p-p-thiogalactopyranoside)
at an optical density at 600 nm of 0.4 and grown further at 21°C for 12 h. The cells
were spun down at 5,000 X g for 30 min at 4°C. The pellet was resuspended in
7 ml of 300 mM NaCl, 50 mM Na,HPO, buffer, pH 7.7, and lysed by sonication
on an ice bath (Branson Sonifier 450). The cell extracts were heated at 82°C for
20 min, centrifuged for 30 min at 5,000 X g at 4°C, filtered through a 0.2-pm
membrane, and purified using a 5-ml affinity column (HiTrap Chelating HP;
Amersham Biosciences) using Ni>* as a ligand in an Akta-Pharmacia fast protein
liquid chromatography system. The column was washed with 20 volumes of 20
mM imidazole, and the protein was eluted with a 25-volume linear gradient from
20 to 300 mM imidazole in 300 mM NaCl, 50 mM Na,HPO, buffer, pH 7.7, at
a flow rate of 5 ml/min. Fractions with high amylase activity were pooled,
concentrated, and dialyzed against 20 mM Tris buffer, pH 8, and purified on a
MonoQ 4.6/100PE (Amersham Biosciences) anion-exchange column employing
a linear gradient of 0 to 1,000 mM NaCl in a 20 mM Tris buffer, pH 8. Fractions
with high amylase activity were dialyzed against 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 2
mM CaCl, buffer, pH 7. Protein purity was assured by sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis, and the concentration was quantified by the
Bradford method (Bio-Rad) using bovine serum albumin as a standard. The
proteins expressed without signal peptide were purified from 500-ml cultures
treated as described above, except that as a second purification step, size exclu-
sion chromatography instead of anion exchange was used. For this step, a Su-
perose HR12 column (Amersham Bioscience) was used in a fast protein liquid
chromatography system, using 50 mM Tris, 150 mM NaCl, and 2 mM CaCl,
buffer at pH 7 as an eluent.

Activity determination. The enzyme activities of wild-type AmyA and the
mutants were estimated by measuring the initial velocities of formation of re-
ducing sugars released upon starch hydrolysis by the 3,5-dinitrosalicylic acid
method as reported previously (50). The reaction was carried out in 1 ml of
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FIG. 1. (a) TLC product profile of the hydrolysis reaction of a 30-mg/ml starch solution with 10 U/ml of the wild-type and mutant a-amylases
from T. maritima after 24 h of reaction at 85°C. Gl, glucose; G2, maltose; G3, maltotriose; G4, maltotetraose; G5, maltopentaose; GO,
maltohexaose; G7, maltoheptaose. Lane 1, malto-oligosaccharides; lane 2, wild type; mutants, lanes 3, H222Q; 4, H222E; 5, H222D; 6, W177V;
7, Y178V; 8, F179V; and 9, V259W. (b) Quantification of G1, G2, and G3 for the different variants.

10-mg/ml soluble starch (Sigma-Aldrich) dissolved in 50 mM Tris, 150 mM NaCl,
2 mM CaCl, buffer, pH 7, at 85°C, employing approximately 4 U/ml of activity in
each enzyme assay. Only in the case of the wild-type and mutants at position
His222, the concentration of substrate (soluble starch from Sigma-Aldrich) was
varied from 0.1 to 10 mg/ml to obtain Michaelis-Menten parameters. A unit of
enzyme activity is defined as the amount of glucose equivalents (pmol) released
per min and is reported in terms of mg of AmyA.

Product profile. Starch hydrolysis reactions carried out with 10 U/ml of wild-
type AmyA were conducted at 85°C in a Thermomixer Compact (Eppendorf) in
1 ml of 50 mM Tris-Bis-HCI, 150 mM NaCl, 2 mM CacCl, buffer, pH 7, with 3%
soluble starch as a substrate. Samples were taken after 30 min to determine the
reaction progress and after 24 h to obtain the product concentration at equilib-
rium. Samples were analyzed by thin-layer chromatography (TLC) and quanti-
fied by high-pressure liquid chromatography (HPLC). For TLC analysis, 10-cm
by 10-cm by 200-pm Whatman Silica Gel 60 plates were used, with a mixture of
ethanol, butanol, and water as a solvent (50:30:20), and visualized as previously
reported (54). Reverse-phase HPLC was carried out in a Waters-Millipore 510
HPLC system with a refractive-index detector (Waters model 410) equipped with
an automatic sampler (model 717 Plus) and a C,g column (4.6 by 250 mm) using
water as the mobile phase at a flow rate of 0.7 ml/min.

Alcoholysis reactions. 20 U/ml of each enzyme was incubated at 85°C in a
Thermomixer Compact (Eppendorf) with a suspension of 6% starch and either
20% methanol in 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl, buffer, pH 7, or a
solution of the same buffer containing 8% butanol saturated with the same
buffer. The reaction products were analyzed after 48 h of reaction. Methyl and
butyl glycosides were visualized by TLC as previously described (54). In order to
quantify the total amount of alkyl glycosides after the reaction, all products were
hydrolyzed for 3 h at 40°C with 4. niger glucoamylase (43 U/ml) (Sigma-Aldrich)
to transform all the alkyl glucosides into alkyl glucoside and glucose. Samples of
the reaction mixture were diluted 1:2 and analyzed in an HPLC system equipped
with a Nova-Pak aminated column (4.6 mm by 250 mm) using acetonitrile and
water as the mobile phase (67:33) at a flow rate of 0.8 ml/min. The peak areas
were measured and compared against those of a standard curve containing
known amounts of oligosaccharides from glucose (G1) to maltoheptaose (G7)
and the corresponding alkyl glucoside (Sigma-Aldrich). Alcoholysis and hydro-
lysis events were calculated taking into account the amounts of equivalents of
alkyl glucoside quantified by HPLC and the number of equivalents of glucose
released in the reaction.

Determination of alcoholysis yields. When a hydrolysis reaction takes place,
for each molecule of a reducing substrate broken, one additional reducing end is
formed, increasing its contribution to the solution reducing power, while when an
alcoholysis reaction occurs, there is no real gain in reducing power. Therefore, a
measure of the increasing equivalent dextrose concentration measured by the
3,5-dinitrosalicylic acid method (59) reflects the number of hydrolysis events
occurred during the reaction, while the number of alcoholysis events can be

independently determined by quantification of the increase in the alkyl glucoside
concentration in the same period of time. From these data, it is possible to
determine the numbers of hydrolysis and alcoholysis events in the reaction, as
well as an alcoholysis/hydrolysis ratio and an alcoholysis efficiency: It is important
to point out that this is an approximate calculation, as it assumes that the
reducing power is independent of the oligosaccharide chain length. Nevertheless,
it is useful as a comparative tool for modified amylases.

Transglycosylation reactions. Aliquots with 4 U/ml of native and mutant
enzymes were incubated at 85°C in a Thermomixer Compact (Eppendorf) with
2% maltotriose and maltotetraose (Sigma-Aldrich), each diluted in 50 mM
Tris-Bis-HCl buffer, pH 7, containing 150 mM NaCl, 2 mM CaCl,. Aliquots were
taken at 0 and 10 min and 1 and 12 h, and the reaction was stopped by transfer
of the sample to ice; the products were visualized by TLC as previously reported
(54), employing a mixture of oligosaccharides containing G1 to G7 as standards.

Thermostability. Aliquots of the wild-type and mutant enzymes were incu-
bated at 85°C in sealed Eppendorf tubes in a Thermomixer Compact (Eppen-
dorf). Residual enzyme activity was measured at 85°C with 10 mg/ml of starch
after different incubation times, starting from an activity of 3 U/ml. The value of
stability is reported as a percentage of residual activity, taking the activity prior
to incubation as 100% activity.

RESULTS

Product profile formation with wild-type AmyA. The starch
hydrolysis product profile is shown in Fig. 1a, where it may be
observed that glucose (G1) and maltose (G2) are the main
products, as already demonstrated (37). In contrast to other
bacillar a-amylases, such as those of Bacillus stearothermophi-
lus or Bacillus licheniformis, which produce maltopentaose
(G5) and maltohexaose (G6) as the main products after exten-
sive starch hydrolysis, the product profile obtained with AmyA
is similar to the profile observed with A. niger a-amylase
(15, 55).

Alcoholysis reactions with wild-type AmyA. The higher de-
gree of starch depolymerization observed with AmyA in com-
parison to other bacterial a-amylases can be explained in terms
of a combination of hydrolase and transferase reactions, as
already demonstrated by del Rio et al., (14). Therefore, we
decided to explore if AmyA was also capable of catalyzing
alcoholysis reactions. Figure 2a shows the alcoholysis profile of
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FIG. 2. (a) Alcoholysis reaction products obtained from 6% starch-20% methanol reaction medium with 20 U/ml of the respective enzymes
after 48 h of incubation at 85°C. Lane 1, standards: MG, methyl glucoside; G1, glucose. Lanes 2 to 9, methanolysis reaction with the wild type and
H222Q, H222D, H222E, W177V, Y178V, F179V, and V259W mutants, respectively; lanes 10 to 17, subsequent treatment of methanolysis reaction
mixtures with 4. niger glucoamylases of the wild type and H222Q, H222D, H222E, W177V, Y178V, F179V, and V259W mutants, respectively. (b)
Yields of methyl glucoside after 48 h of incubation at 85°C and their subsequent treatment with 4. niger glucoamylase of the wild type and variants
at position 222. (c) Alcoholysis/hydrolysis ratios for the wild type and variants at position 222. The error bars indicate standard deviations.

wild-type AmyA. Besides the spots that comigrate with malto-
dextrins, corresponding to hydrolysis products, we can observe
spots that do not correspond to maltodextrins, among which
methyl glucoside can be identified from a standard. In order to
quantify the alcoholysis yield, given the wide diversity of
methyl glycoside products, we treated the resulting reaction
products with glucoamylase, an exoglycosidase that excises
a-1,4-saccharides at the nonreducing end. The quantification
of the resulting methyl glucoside was carried out by HPLC.
After 48 h of incubation, the concentration of methyl glucoside
generated by AmyA was § mg/ml.

Structural model of AmyA. The structural model generated
on the basis of homology with 4. oryzae a-amylase (see Mate-
rials and Methods) shows that the catalytic (B/a)g barrel do-
main, or A domain, is the more conserved domain. Domain B
varies in size and structure from one amylase to another (25,
26, 47). Although some sequence similarities allow the classi-
fication of glycoside hydrolases into subgroups that presumably
share the same supersecondary structure in domain B (23),
AmyA shows a very low sequence identity to most amylases in
this region. In effect, when a PSI-BLASTP (4, 5) search of its
sequence was run against all nonredundant GenBank coding
sequence databases, only a few high-score hits were obtained
in the B domain sequence. This was the case for a-amylases
from Thermosipho melanesiensis BI1429 and from Fervidobacte-
rium nodosum, while a lower score (under 60%) was obtained
for oligo-1,6-glucosidases from some Lactobacillus species. As
there is no crystal structure for any of these proteins, the

domain B generated model is inaccurate and has to be taken
with caution. As far as the C domain is concerned, it has a
more conserved Greek key motif; however, it is less relevant
for the reaction itself, since it is far from the active site (Fig.
3A). The modified acarbose inhibitor can be observed inside a
crevice between domains A and B. Selection of residues to
mutagenize was focused on residues located 4 A around the
modified acarbose (Fig. 3B). Based on the reports in the liter-
ature (30, 36, 64), special attention was devoted to aromatic
residues and residues that could form hydrogen bonds near the
acceptor binding sites (subsites +1, +2, and +3).

Among the potential residues to mutagenize, we identified
residue His222, which points toward the sugar moiety at sub-
site +1 (Fig. 3B). In fact, in a-amylase from A. oryzae, the
equivalent His222 hydrogen bonds the substrate sugar situated
at subsite +1 (9). This residue has also been implicated in
Ca®" ion coordination and is conserved in a-amylases (Fig. 4).
Therefore, we decided to investigate its role in AmyA trans-
glycosylation and alcoholysis activities by replacing it with
polar linear residues, like aspartic acid, glutamic acid, and
glutamine. Based on the model (Fig. 3B) and on the multiple-
sequence alignment shown in Fig. 4, we also decided to mu-
tagenize Val259 to tryptophan. This position, located in prox-
imity to subsite +2, shows a consensus tryptophan residue
among CGTases that are natural trasferases. Therefore, we
decided to investigate the effect of the mutation V259W in
AmyA on transglycosylation and alcoholysis reactions. Finally,
we identified one aromatic residue in domain B, Phe179, which
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FIG. 3. (A) Homology model obtained for AmyA in which the three characteristic amylase domains are depicted in different colors. The
catalytic domain A is shown in gray; domain B and domain C are shown in green and blue, respectively. (B) The acarbose inhibitor (orange) is
located between domains A and B and is surrounded by various residues located within 4 A, among them the catalytic residue Glu258 (red).
Possible residues involved in substrate binding are indicated in stick format; some of the amino acids subjected to site-directed mutagenesis were

His222 and Phel79, shown in blue, and Val259, shown in yellow.

points toward subsite —1. This residue is part of a cluster of
contiguous aromatic residues. We figured out that even with
the lack of accuracy of our model, any of these residues could
have a role in placing and orienting the entrant acceptor for
the second step of the reaction, so we decided to study the

effects of the mutations W177V, Y178V, and F179V on the
transglycosidic and alcoholytic activities of the enzyme.
Enzyme activity. All the specific activities for starch, mea-
sured for the wild-type enzyme and the mutants (except for
V259W), were in the same order of magnitude, around 1,000

Enryme Reqgion I Reqgion IX Region IIXT Region IV
- - -

T. maritima EVIMDLVINHT 129 DGFRIDAARHI 223 VGEVF3GN 263 FNFALM 280 FLENHDL 311

A. oryzae YILMVDVVANHM 123 DGLRIDTVEHY 211 IGEVLDGD 235 LNYPIY 255 FVYENHDN 298

A. niger YLMVDYVYPDHM 123 DGLRIDSVLEY 211 VGEIDNGN 235 LNYPIY 255 FIENHDN 298

H. sapiens sal RIYVDAVINHM 102 AGFRIDASKHM 202 YQFVIDLG 238 TEFEYG 259 FYDNHDN 301

H. sapiens pan RIYVDAVINHM 102 AGFRLDASKHM 202 YQFEVIDLG 238 TEFKYG 259 FVYDNHDN 301

Pig Panc BRIYVDAVINHM 102 AGFRIDASKHM 202 FQEVIDLG 238 TEFEYG 259 FVDNHDN 301
Tenebrio RIYVDAVINHM 100 AGFRVDAAKHM 190 YOFVIDLG 227 LEFQFG 248 FVDNHDN 288 a-Amylases
Altercmonas DIYVDTLINHM 90 EGFRFDASEHYV 179 FOEVIDOG 200 TEFEYS 226 FVDNHDN 2&5

_ Barley  _ _ KAIADIVINHR 93 DGWRFDFAKGY 184 VAEIWFSL 209 FDFFTE 249 FVDNHDT 286

B. lichen NYYGDVVINHE 106 DGFRLDAVEHI 23& VAEYWOND Z&& FDVPLH 289 FVDNHDT 329

B. amylo QVYGDVVLNHE 104 DGFRIDAARHI 236 VAEYWONN 266 FDVPLH 289 FVDNHDT 329

B. stearo QVYADVYVFDHE 107 DGFRLDAVEHI 239 VGEYWSYD 269 FDAPLH 292 FYDHHDT 332

B. sub EVIVDAVINHT 103 DGFRFDAAKHI 180 YGEILODS 213 TASNYG 232 WVESHDT 270

B. circl EVIIDFAPNHT 141 DGIRMDAVEHM 234 FGEWFLGY 262 LDFRFA 286 FIDNHDM 329

B. circ2 EIVIDFAPNHT 141 DGIRVDAVEHM 234 FGEWFLGS 262 LDFRFN 286 FIDNHDM 329

BE. specie EVIIDFAPNHT 141 DGIRVDAVENM 234 FGEWFLGY 262 LDFRFA 286 FIDNHDM 329 CGTases
B. stearo EVIIDFAPNHT 137 DGIRMDAVEHM 230 FGEWFLSE 257 LDFRFG 281 FIDNHDM 325

Termo sulfu EVIIDFAPNHT 142 DGIRLDAVEHM 235 FGEAWFLGT 263 LDFRF3 283 FIDNHDM 330

Thermus sp RYMLDAVFNHC 248 DGARLDVANEI 233 LGEIWHDA 362 MNYPLA 380 LLGSHDT 422

B. lichen KIMLDAVFNHI 252 DGWRLDVANEY 334 LGEIWHQA 363 MNYPFT 381 LLDSHDT 426 Maltogenic.
B. stearo RVMLDAVFNHS 248 DGWRLDVANEY 333 LGEIWHDA 361 MNYPFT 380 LLGSHDT 425

FIG. 4. Multiple structural alignment around the four characteristic regions observed in members of glycoside hydrolase family 13. The catalytic
residues conserved in all the sequences are marked with asterisks. Aromatic residues involved in transglycosylation activity and the residues that
structurally interact with them are highlighted in gray. Two of the residues mutagenized are shown in boldface and underlined. From the top: T.
maritima, 7. maritima o-amylase (GenBank accession number CAA72194) (37); A. oryzae, A. oryzae a-amylase (PDB accession number 2TAA)
(41); A. niger, A. niger a-amylase (PDB accession number 2AAA) (6); H. sapiens sal, Homo sapiens salivary a-amylase (PDB accession number
1JXK) (49); H. sapiens pan, H. sapiens pancreatic a-amylase (PDB accession number 1HNY) (53); Pig panc, Sus scrofa pancreatic a-amylase (PDB
accession number 1HXO0) (48); Tenebrio, Tenebrio molitor o-amylase (PDB accession number 1JAE) (58); Alteromonas, Pseudoalteromonas
haloplanktis a-amylase (PDB accession number 1G94) (1, 2); Barley, Hordeun vulgare o-amylase (PDB accession number 1AMY) (27); B. lichen,
B. licheniformis a-amylase (PDB accession number 1VIS) (22); B. amylo, Bacillus amyloliquefaciens chimera a-amylase (PDB accession number
1E43) (8); B. stearo, B. stearothermophilus o-amylase (PDB accession number 1HVX) (60); B. sub, Bacillus subtilis 2633 a-amylase (PDB accession
number 1BAG) (17), B. circl, Bacillus circulans 251 cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase) (PDB accession number 1CDG) (35); B. circ2, B.
circulans 8 CGTase (PDB accession number 1CGT) (31); B. specie, Bacillus sp. strain 1011 CGTase (PDB accession number 1D7F) (23); B. stearo,
B. stearothermophilus CGTase (PDB accession number 1CYG); Termo sulfu, Thermoanaerobacter thermosulfurogenes CGTase (PDB accession
number 1A46) (68); Thermus sp., Thermus sp. maltogenic amylase (PDB accession number 1SMA) (29); B. lichen, B. licheniformis maltogenic
amylase (GenBank accession number CAA47612) (28); B. stearo, B. stearothermopilus maltogenic amylase (PDB accession number 1QHO) (13).
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U/mg. After purification of the proteins by Ni*" affinity and
anion-exchange chromatography, a certain amount of the un-
processed amylase was still present, as evidenced by the so-
dium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis gels
(data not shown). Nevertheless, in order to have uniform con-
ditions for comparison, the protein concentrations were ad-
justed to have 4 U of activity per ml of reaction mixture.

In order to biochemically characterize mutants showing a
higher alcoholysis/hydrolysis ratio, they were expressed in the
cytoplasm by removing the signal peptide. Thus, the yields and
purities of H222Q, H222E, and H222D mutants were im-
proved, eliminating contamination with unprocessed peptide.

Product profile after starch hydrolysis with Amy mutants.
Although the wild-type AmyA and its mutants showed similar
patterns of starch hydrolysis with G1 and G2 as the main
products, their relative concentrations varied among the mu-
tants, as shown in Fig. 1b. The mutants in domain B, W177V
and Y178V, as well as the mutant H222Q, showed a G1/G2
ratio similar to that of the wild-type enzyme (Fig. 1). On the
other hand, mutations of His222 to acidic residues showed a
decrease in the G1/G2 ratio, especially mutant H222E, whose
G1/G2 ratio decreased twofold. The V259W and F179V mu-
tants also showed lower G1/G2 ratios and the presence of a
larger product, G6, not detectable in the rest of the mutants
(Fig. 1a). All the mutant and wild-type enzymes showed prod-
ucts that could be attributed to transglycosylation reactions
different from «-1,4. During the first minutes of the reaction,
accumulation of oligosaccharides took place (data not shown).
However, once a pseudoequilibrium was reached, the band
corresponding to G3 seemed to disappear, giving rise to a
product band with lower mobility present in all variants but
H222E. This band had a different mobility than G3, as can be
appreciated in Fig. la, lane 9, where a double band can be
observed for the mutant V259W, showing that in reactions
performed with this mutant, G3 was still present, in addition to
the other transglycosylation reaction products observed with
the other enzymes. Besides this product, all the variants
showed the presence of a second, unexpected band that ran
between G4 and G5. Mutants at His222 and mutants F179V
and V259W also showed a product that seemed to have a lower
mobility than GS5. The presence of these bands suggests the
production of transglycosylation products in addition to those
usually found in a-amylases. Further support for this hypoth-
esis is shown in Fig. 2a, lanes 10 to 17, where glucoamylase was
used to hydrolyze the final alcoholysis reaction products to
methyl glucoside and glucose. As can be observed in the figure,
besides the expected bands corresponding to the hydrolysis
products, bands corresponding to the additional transglyco-
sylation products were still present, indicating that they were
not glucoamylase substrates. These species were produced
more slowly, but since they were not substrates for a-amylase,
they accumulated at equilibrium.

Alcoholysis reactions with Amy mutants. With the exception
of the mutants at position 222, the variants yielded a product
profile similar to that of the wild-type enzyme (Fig. 2a). There-
fore, the W177V, Y178V, and F179V (which was particularly
unstable in the presence of alcohols) mutants were not further
investigated. The alcoholysis products that can be unequivo-
cally assigned are methyl glucoside and methyl maltoside,
which have higher mobility in TLC than any hydrolysis prod-
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TABLE 1. Characterization of wild-type and mutant a-amylase
alcoholysis reactions”

No. of No. of  Alcoholysis/ Efficiency o f Amt of
Enzyme  alcoholysis hydrolysis  hydrolysis alcoho_lys1s meth}/l
zy Y ydroly: ydroly: ; .

events events ratio reaction glucoside

(%) (mg/ml)
Wild type 80 239 0.33 25 7.5 % 0.6
H222D 103 132 0.78 44 10.6 = 4.0
H222E 85 169 0.51 34 9.7+ 1.8
H222Q 121 177 0.68 41 125 +2.0

@ Starch, 6%; methanol, 20%.

uct. However, the lack of methyl-saccharide standards of
higher molecular weight and the possibility of overlapping of
some alcoholysis and hydrolysis products precluded a direct
evaluation of alcoholysis reaction yields. To overcome this
limitation, the final products of the reaction were completely
hydrolyzed with glucoamylase to generate glucose and methyl
glucoside (a direct indicator of alcoholysis reactions). Figure
2a shows the product profiles of alcoholysis reactions of the
wild-type enzyme and mutants before and after treatment with
glucoamylase. His222 mutants showed a greater amount of
methyl glucoside than the wild-type enzyme and the other
mutants, as shown in Fig. 2a. The amounts of methyl glucoside
generated for His222 mutants were quantified by HPLC (Table
1). From these results, it may be concluded that H222Q
showed the highest yield of methyl glucoside. Mutant H222Q
presented an increase in the alcoholysis events as a conse-
quence of an increase in alcoholysis and a reduction in hydro-
lysis activity of almost 30%. The twofold increase in the alco-
holysis/hydrolysis ratio resulted in approximately 80% increase
in the amount of methyl glucoside produced by this mutant
(Fig. 2c). Although mutant H222D showed the highest alco-
holysis/hydrolysis ratio, its production of methyl glycosides was
lower than that of the H222Q mutant. This can be attributed to
loss of activity in the presence of methanol, as suggested by the
presence of residual starch in the reaction, even though equal
numbers of activity units were used for all assays (Fig. 2a, lane
4). The same seems to be true for the H222E mutant, although
it had the lowest alcoholysis/hydrolysis ratio among the mu-
tants.

Alcoholysis reactions with butanol. The ultimate goal is to
generate alkyl glucosides with good surfactant properties, for
which the use of higher-molecular-weight alcohols as acceptors
is imperative. We decided to test the abilities of the wild type
and mutants H222Q and H222E to carry out butanolysis. From
previous experience (55), the yield of butanolysis was higher
when the reaction was carried out in a single phase (buffer
saturated with butanol) than when larger amounts of alcohol
were used, probably due to an inefficient homogenization of
the two phases. We therefore used a butanol-saturated buffer
solution to carry out these reactions. Figure 5a shows the
product profiles of the wild type and the different His222
mutants. As can be observed in Fig. 5c, mutant H222Q main-
tained a higher alcoholysis/hydrolysis ratio than the wild-type
enzyme (twofold) and yielded 50% more butyl glucoside (Fig.
5b). However, the amount of butyl glucoside produced might
have been limited by the availability of butanol in the reaction
mixture relative to the methanolysis reactions. The instability of
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FIG. 5. (a) Alcoholysis reaction products obtained from 6% starch-8% butanol saturated with buffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl,
buffer, pH 7) with 20 U/ml of the respective enzymes after 48 h of incubation at 85°C. Lane 1, standards: BG (butyl glucoside), G1, glucose. Lanes
2 to 5, butanolysis reaction with the wild type and H222Q, H222D, and H222E mutants, respectively; lanes 6 to 9, subsequent treatment of
butanolysis reaction mixtures with A. niger glucoamylase of the wild type and H222Q, H222D, and H222E mutants, respectively. (b) Yields of butyl
glucoside after 48 h of incubation at 85°C and their subsequent treatment with A. niger glucoamylase from the different variants. (c) Alcoholysis/
hydrolysis ratios with the different variants. The error bars indicate standard deviations.

mutants H222E and H222D toward butanol was more prominent,
as can be observed in Fig. Sa, lanes 4 and 5, yielding an amount
of butyl glucoside similar to that of the wild-type enzyme.
Transglycosylation activity. In order to establish if reduction
in hydrolysis events in mutants H222D and H222E was the
result of a change in substrate specificity or a decrease in
transglycosylation activity, we compared the hydrolysis/trans-
glycosylation patterns in the enzymes using small oligosaccha-
rides as substrates. When G3 was used as a substrate (Fig. 6a),
the wild-type enzyme, H222D, and H222Q, after producing

[

Maltotriose (G3)
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I

|

= 010112 010112 010112 0101 12
= Wt H222D H222E H222Q

-
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(ol

some transglycosylation products, generated G1 and G2 as the
predominant end species; however, H222E did not recognize
G3 as a substrate, accepting G4 as the smallest substrate for
activity (Fig. 6b), resulting in a product pattern very similar to
the one obtained with H222D, accumulating different amounts
of maltodextrins (data not shown). These results suggest that
there is a loss of affinity binding to small oligosaccharides in
H222E, rather than a loss in transglycosylation activity.
Thermostability. One of the main reasons to select 7. ma-
ritima o-amylase for alcoholysis was its high temperature sta-

Maltotetraose (G4)
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FIG. 6. Transglycosylation products obtained from maltotriose (a) and maltotetraose (b) using 4 U/ml of the wild type and mutants after 0 and
10 min and 1 and 12 h of incubation at 85°C. Lane 1 is the molecular marker, a mixture of oligosaccharides from glucose to maltoheptaose.
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FIG. 7. Thermal inactivation of the wild type and mutants at
His222 of a-amylase from 7. maritima after incubation at 85°C.

bility, a condition required for starch processing that may also
be extended to stability in organic solvents. It was therefore
important for industrial applications to demonstrate that the
thermostability of AmyA was preserved in the alcoholytic mu-
tants. We measured the residual activity of the wild-type en-
zyme, as well as that in the H222D, H222E, and H222Q mu-
tants, after incubation at 85°C. The wild-type AmyA was found
to be stable for more than 30 h at 85°C, a property that was
unaltered in the mutants. Although no activity loss existed
after 30 h of incubation, extending the incubation time beyond
this period was difficult due to solvent evaporation (Fig. 7);
however for practical purposes, the half-lives of the enzyme
and its mutants fulfilled the stability requirements of the in-
dustrial process.

DISCUSSION

In contrast to bacillar a-amylases from B. licheniformis and
B. stearothermophilus, the saccharifying a-amylase AmyA from
T. maritima is capable of efficiently carrying out alcoholysis
reactions by transferring starch hydrolysis products to metha-
nol. These results are consistent with the previous conclusion
that saccharifying a-amylases are better transferases than lig-
uefactant enzymes (54). Moreover, AmyA generates 3.7 and 11
times more alkyl glucosides than those observed with the sac-
charifying a-amylases from A. niger and A. oryzae, respectively,
under selected reaction conditions (55).

Among the family 13 glycoside hydrolases, CGTases, malto-
genic amylases, and neopullulanases have an important trans-
glycosylation activity. Even though they share a common fold
and general mechanism (33), there are some differences
among these enzymes. For example, CGTases and maltogenic
amylases contain extra domains besides the canonical A, B,
and C domains. Some differences can also be identified in the
catalytic domain (24). Identification of these differences led us
in the past to introduce transglycosylation activity into the
liquefying a-amylase from B. stearothermophilus through the
replacement of Ala289 by phenylalanine or tyrosine (54). This
replacement conformed to the observation of aromatic resi-
dues at that position in natural glycoside transferases (like
CGTases), as well as in a conserved region among maltogenic
glycoside hydrolases (10) and in saccharifying amylases of fun-
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gal origin (54). It has been widely accepted that an aromatic
residue at position 286 (B. licheniformis number) is a key con-
dition for transglycosylation (34, 40, 45, 50, 54). An interesting
observation is the conservation of a phenylalanine residue at
position 277 in AmyA (equivalent to position 286 in B. licheni-
formis and 289 in B. stearothermophilus a-amylases), in agree-
ment with the importance of an aromatic residue at this posi-
tion for transglycosylation activity. In fact, we have previously
proposed that the effect of transglycosylation of aromatic res-
idue 289 in B. stearothermophilus could not necessarily be due
only to a change to a more hydrophobic environment in the
active site, but also to a change in the constellation of the
active site (54). When the mutant A289F of B. stearothermophi-
lus amylase was modeled, a steric clash between this residue
and Trp266 produced a twist in the tryptophan side chain. This
residue, which is just two positions after the acid-base Glu264
residue, bridges the incoming nucleophilic water in the struc-
ture of barley a-amylase (27), so that a change in its orienta-
tion could displace the water molecule, preventing it from
being activated by Glu264, acting as a base in this step of the
reaction. In fact, in B. licheniformis a-amylase, we found that
the V286Y W263L double mutant counteracts the effect pro-
duced by the single mutation V286Y (50). From a multiple-
sequence alignment, we found that aromatic residues already
occupy the positions equivalent to Val286 and Trp263 in
AmyA (Fig. 4); however, other transglycosidic enzymes (spe-
cifically, CGTases) contain the signature tryptophan-phenyl-
alanine invariably after the acid-base glutamic acid residue
(24). The importance of this aromatic dipeptide in CGTases
for cyclizing reactions has been demonstrated by Fujiwara and
coworkers (18). When these residues were replaced by the
aliphatic valine-isoleucine pair, the formation of a-cyclodex-
trins was completely abolished and liquefying activity de-
creased drastically. The phenylalanine is one of the two aro-
matic residues in subsite +2 that sandwich the incoming
nonreducing end of the saccharide for the cyclization reaction
and seems to also be important for the structural integrity of
the active site through its hydrophobic interaction with the
lysine residue three positions after the nucleophile aspartic
residue at beta 4 (64). AmyA has a valine-phenylalanine dipep-
tide at these positions. The replacement of the valine residue
by tryptophan decreased the specific activity and changed the
product profile of the enzyme, leaving some longer products,
like G5 and G6, in addition to the G1 and G2 main products.
Interestingly, in the context of AmyA, this substitution, as well
as the F179V mutation in domain B, abolished the formation
of a product with mobility between G4 and G5 observed by
TLC upon digestion with the wild type and mutants that was
not a substrate for glucoamylase (this is shown in Fig. 2, where
the alcoholysis reactions were treated with glucoamylase).
Thus, mutations at Phe179 and Val259 seem to have removed
at least one transglycosylation activity different from «-1,4.
His222 is part of the second highly conserved region among
glycoside hydrolases after the catalytic nucleophile (aspartate
at beta 4) (Fig. 4). It is worth noting that a histidine residue is
highly conserved among a-amylases and CGTases, but malto-
genic amylases, neopullulanases, and cyclodextrinases contain
a glutamic acid at the equivalent position (33). The importance
of this position in the catalytic process has been demonstrated
in various enzymes. Mutagenesis of the equivalent residue
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His269 to leucine in the Bacillus sp. strain TS-23 a-amylase
completely inactivated the enzyme (11). In the case of B.
stearothermophilus a-amylase, the replacement of the equiva-
lent His238 by aspartic acid generated an enzyme with a re-
duced hydrolysis rate and a modified final product profile (67)
that could be the consequence of an increase in its transferase
activity. In contrast, maltogenic Thermus amylase, an enzyme
with an important transferase activity, contains a glutamic acid
residue at the position equivalent to His222; when this residue
was replaced by an uncharged or positively charged amino
acid, like glutamine or histidine, its transferase activity was
considerably reduced (10).

In AmyA, the change of His222 to linear residues, like as-
partic acid, glutamine, and glutamic acid, increased its alco-
holitic activity; however, with the H222Q mutant, the increase
in the amount of methyl glucoside obtained represents, to our
knowledge, the best alcoholytic a-amylase reported so far. The
lower yields observed for the H222D and H222E mutants sug-
gest that the presence of the carboxylic group has a destabiliz-
ing effect in the presence of alcohols. A destabilizing effect
should not be surprising when a potentially positively charged
residue is replaced by a negatively charged residue. Based on
the structure of the a-amylase from A. oryzae (PDB entry
7TAA) (7) in the model generated by AmyA, the glucose
located in subsite +1 interacts with His222 (His210 in A.
oryzae) by means of hydrogen bonds. The common effect of
increased alcoholysis and decreased hydrolysis observed upon
mutation to the isosteric glutamic acid or glutamine residue
could be attributed to the enhanced flexibility of these side
chains compared to the imidazol ring, leaving more space to
accommodate larger acceptor groups, favoring the entrance of
alcohol over water. The presence of a charge can also alter the
electrostatic potential of the active site. As previously sug-
gested by Kim et al. (30), it is possible that the carboxylate
group of the glutamic acid side chain helps to position the
acceptor molecule in the proper orientation for the transfer
reaction. However, the presence of the charge in the glutamic
acid mutant was destabilizing in the presence of methanol,
giving a lower yield in the alcoholysis reaction.

Exploration of new and more interesting activities from an
industrial point of view requires robust enzymes capable of
withstanding harsh conditions and mutagenesis. In this sense,
thermophilic organisms are a good source of potential scaffolds
for protein engineering. In this case, we relied on the correla-
tion of thermal stability observed in thermophilic or hyperther-
mophilic enzymes with their stability in the presence of dena-
turing agents and organic solvents (12) to tolerate reaction
conditions involving a high content of alcohol concentrations.
The a-amylase AmyA from 7. maritima not only provided this
key requirement, it turned out to have an important trans-
ferase activity that was further increased by site-directed mu-
tagenesis.
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ABSTRACT

The capacity of Amy A, a a-amylase from the hyperthermophilic bacteria Thermotoga maritima to carry
out transfer reactions in addition to hydrolysis was investigated. Amy A is a saccharifying enzyme that
catalyzes the hydrolysis of internal a-1,4 linkages of glucose polymers generating low molecular weight
products (G1-G7); however, in the long term it is capable of producing glucose and maltose exclusively.
It was shown that Amy A is able to transform maltose to higher molecular weight oligosaccharides like
maltoheptaose, through a combination of transfer and hydrolysis reactions: the fact that the enzyme
can use maltose to generate higher molecular weight products is an almost unique property among
a-amylases, with neotrehalose as one of the products of the transglucosylation activity. Amy A is also
capable of efficiently performing alcoholysis reactions from starch and maltodextrins to methanol and
butanol, generating alkyl-glycosides. This is the first report in the scientific literature concerning the
synthesis of neotrehalose by an a-amylase.

Neotrehalose

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

a-Amylases (a-1,4-p-glucan glucanhydrolases, E.C. 3.2.1.1) are
enzymes that catalyze the hydrolysis of internal a-1,4 linkages of
starch molecules acting through a “retaining mechanism” [1] and
belong to family 13 of glycosyl hydrolases (GH13). a-Amylases
are widely distributed in nature and have found multiple applica-
tions in industry, derived from their hydrolytic and transglucolytic
nature, which have also made them an interesting subject of
structure-function relationship studies.

These enzymes consist of three domains. Domain A is the cen-
tral and catalytic domain, consisting of a ([3/a)g barrel (TIM barrel);
domain B is found in the loop connecting [3-strand 3 to a-helix 3
of the catalytic domain and has been implicated in substrate speci-
ficity; domain Cis found at the C-terminal end of the protein and is
apparently involved in starch binding [2,3]. In general, a-amylases
have five highly conserved regions that include the residues needed
for catalysis [4-6]; the sequence similarities between amylases
from different origins have been extensively studied [7].

a-Amylases are also classified as “liquefying” or “saccharifying”
enzymes depending on the depolymerization degree obtained after
extensive starch degradation, saccharifying a-amylases, generally
of fungal origin, achieving a higher degree of depolymerization
and lower molecular weight products than liquefying a-amylases,
mainly of bacterial origin [8,9].

* Corresponding author. Tel.: +52 777 329 16 00; fax: +52 777 317 23 88.
E-mail address: agustin@ibt.unam.mx (A. Lopez-Munguia).

0141-0229/$ - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.enzmictec.2009.12.002

There are many reports in the literature concerning transg-
lycosylation reactions carried out by transglycosidases, such as
[3-galactosidases [10,11], B-glucosidases [12,13] or B-xylosidases
[14], among others. Nevertheless, reports dealing with a-amylases
are scarce.

Some a-amylases have been investigated in terms of their
capacity to carry out transglucosylation reactions both to their
own starch hydrolysis products (malto-oligosaccharides or MOS)
as well as to acceptors added to the reaction medium, such as
phenolic compounds and alcohols, among others. For instance,
Graber and Combes studied the transglucosylation reactions of
Aspergillus oryzae a-amylase from maltotetraose [15], Nishimura
et al. reported the glucosylation of hydroquinone and kojic acid
with the a-amylase from Bacillus subtilis X-23 [16] and Ohdan et
al. used the same enzyme to transfer glycosyl residues from 4-
nitrophenyl a-D-maltotrioside (G3-PNP) to G,-PNP [17]. Larsson
et al. studied the synthesis of alkyl glucosides specifically from A.
oryzae a-amylase, using starch as the glucosyl donor [18], while
Santamaria et al. [9] extensively studied alcoholysis reactions with
starch and methanol using Bacillus licheniformis, Bacillus stearother-
mophilus a-amylases (both bacterial liquefying enzymes), as well as
Aspergillus niger and A. oryzae a-amylases (both saccharifying fun-
gal enzymes), and reported that while the saccharifying enzymes
were capable of alcoholysis reactions, the liquefying a-amylases
were less effective for these reactions. Other approaches include
the study of structural features implicated in a-amylase specificity,
such as the introduction of transglucosylation activity to lique-
fying bacterial a-amylases from B. stearothermophilus [19] and B.
licheniformis [20].
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In general, starch acts as a protective agent, stabilizing «-
amylases to denaturation, but a general drawback exists in the fact
that starch requires gelatinization and high temperature operation
to reduce viscosity often incompatible with most reported amy-
lases. Therefore, thermophilic enzymes are an interesting option
as they would allow reaction temperatures closer to gelatinization
and alower operation viscosity in the reaction medium. Due to their
temperature-stability profile, it is also expected that thermophilic
a-amylases will have higher stability in the presence of denaturat-
ing acceptors such as alcohols and higher transferase efficiencies
when maltodextrins or oligosaccharides act as glucosyl donors.

Among thermophilic enzymes, several glycosyl-hydrolases
from the hyperthermophilic bacteria Thermotoga maritima have
been identified and characterized [21-23]. T. maritima grows at
90°Cand is one of the most thermophilic bacteria known until now
[21]. From the gene expressed in Escherichia coli, Liebl et al. [ 24] first
reported the properties of a T. maritima MSB8 a-amylase (Amy A),
a 553 amino acid with a molecular mass of 64.7 kDa capable of pro-
ducing low molecular weight products from starch, amylose and
amylopectin at 80-85 °C. The highest activity was found at 85-90°C
and pH 7 and was dependent on the presence of Ca2*, and activity
increased when NaCl was added to the reaction media.

In a previous paper, we reported the properties of T. mar-
itima o-amylase (Amy A) and site-directed mutants in hydrolysis
and alcoholysis reactions from starch [25]. Nevertheless, consid-
ering the unusual properties and specificity of Amy A, in the
present paper we further explore its transferase properties in the
presence of different substrates such as single oligosaccharides,
maltodextrins and alcohols, as well as the characterization of some
transglucosidase products with potential application in different
industrial sectors.

2. Materials and methods
2.1. Gene cloning

The amy A gene from T. maritima (GenBank accession number CAA72194) was
cloned into pET3a from T. maritima library using the oligonucleotides 5'-CGG AGG
CAT ATG AAG GTT GTG AAG AAG CC-3’ and 5'-CGA TCC AAG CTT CAC TTT TTG AAA
ATG TAC GC-3' through Ndel and HindllII restriction sites.

T. maritima chromosomal DNA was kindly provided by Professor Enrique Morett
from Institute of Biotechnology, UNAM. As expected, a product of 1.5kb was
obtained from chromosomal DNA by PCR reactions. After purification, the prod-
uct was cloned through Ndel and HindllII restriction sites in the pET3a expression
vector from Novagen. The ligated vectors were used to transform electro-competent
XLBlue E. coli cells by electroporation and the resultant cells were plated in Luria
Bertani (LB) medium containing 200 pg/ml of ampicillin. Plasmid DNA was puri-
fied from 4 independent colonies using the high plasmid isolation kit (ROCHE) and
DNA sequenced to assure the gene was complete and that the polymerase did not
introduce any mutation.

2.2. Enzyme purification

After transformation, electro-competent BL21 DE3 E. coli cells were cul-
tured in 11 of LB medium containing 200 wg of ampicillin at 37°C. When OD
(600 nm) of 0.4-0.5 was reached, cells were induced with 0.25 mM isopropyl-f3-
D-thiogalactopyranoside (IPTG) and cultured for 4 additional hours at 30°C. Cells
were centrifuged down at 6000 x g and 4°C during 15 min. The pellet was resus-
pended in 12 ml of 50 mM BIS-TRIS-HCI buffer at pH 7 containing 1 mM of both
NaCl and CaCl,, heated at 70°C for 30 min, centrifuged for 30 min at 6000 x g for
15min at 4°C and filtered through 0.2 wm membranes. From this partially purified
preparation Amy A was finally purified using an Akta FPLC system equipped with UV
detector and a fraction collector. A Superose HR12 size exclusion column was used
for the separation, using the same BIS-TRIS-HCI buffer for elution at 0.3 ml/min.
Fractions with high a-amylase activity were pooled and protein purity was assured
by PAGE-SDS electrophoresis stained with Coomasie. The stability of the enzyme
was determined measuring the evolution of the residual activity during incubation
at85°C.

2.3. Enzyme activity and protein concentration

Soluble starch, actually amylodextrin produced by treating potato or corn
starch with dilute hydrochloric acid, was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,

MO, USA) (Sigma number S9765). G2-G7 were from Sigma-Aldrich, maltodextrins
(Amidex, 20 DE) were supplied by Arancia Corn Products (Edomex, México). Mal-
todextrins were found to contain (w/w) glucose (3%), G2 (14.2%), G3 (20.5%), G4
(10.9%), G5 (15.9%), G6 (23.4%) and G7 (12.1%), as determined by HPLC.

The depolymerization of starch by Amy A was monitored following the forma-
tion of reducing sugars by the 3,5-dinitrosalicylic acid method as reported previously
[20].

A unit of enzyme activity was defined as the amount of enzyme required to
release 1 wmol of glucose equivalents per minute. The reactions were carried out
at 85°C in a total volume of 10.5ml of 50 mM BIS-TRIS-HCI buffer at pH 7 with
2mM CaCl, and 150 mM NaCl containing 1.2% starch. Unless otherwise stated, this
buffer was used in all cases. The purified or partially purified enzyme was added at a
final concentration of 0.5 U/ml. Protein concentration was determined by the Lowry
method with bovine serum albumin as the standard protein [26].

2.4. Product profile analysis from starch and maltodextrins as Amy A substrates

Starch and maltodextrins were hydrolyzed using 0.5 U/ml of Amy A at 85°C in
all cases in a Thermomixer Compact (Eppendorf) in 1 ml of buffer containing 1.2, 2,
4 and 6% (w/v) starch and 2, 6 and 15% (w/v) maltodextrin concentrations.

After 24 h, the products generated were analyzed by thin layer chromatography
(TLC)and high pressure liquid chromatography (HPLC). The same product profile and
the same amount of products were obtained when using either the purified enzyme
or the partially purified cell extract before exclusion chromatography; therefore, the
partially purified cell extracts at the indicated activity were used in the characteriza-
tion of Amy A alternative reactions. No products were observed when the reaction
medium was incubated at 85°C during the same reaction time in the absence of
enzyme.

2.5. Transglucosylation product analysis from maltose as Amy A substrate

Transglucosylation reactions from maltose as a sole substrate were carried out
using 1 U/ml of the enzyme at 85 °C in 1 ml buffer with maltose concentrations of 6,
15 and 30% (w/v). Samples were taken periodically during 24 h and analyzed by TLC
and HPLC.

2.6. Transglucosylation product analysis from G3 to G7 as Amy A substrates

Transglucosylation reactions using maltotriose (G3) to maltoheptaose (G7) as
substrates were carried out with 1 U/ml of Amy A at 85 °Cin 1 ml buffer with aninitial
oligosaccharide concentration of 2% in different reactions. Samples were taken after
10 min and 24 h of reaction and the products analyzed by TLC and HPLC. No products
were observed when the reaction medium was incubated at 85 °C during the same
reaction time in the absence of enzyme.

2.7. Identification, purification and quantification of neotrehalose from the
transglucosylation reactions from oligosaccharides with Amy A

An unusual product later identified as neotrehalose was found in transglucosy-
lation reactions with all Amy A substrates investigated (starch, maltodextrins and
oligosaccharides). In general, we found that high molecular weight oligosaccharides
are readily hydrolyzed by Amy A while transglucosylation reactions are more likely
to occur from low molecular weight substrates, which are not readily hydrolyzed
by the enzyme. Therefore, maltose proved to be the most adequate substrate for
neotrehalose synthesis with Amy A. In order to identify this sugar, neotrehalose
was produced in reactions containing 10U/ml of Amy A and maltose 6% (w/v) at
85°C in 1 ml buffer. The sugar was later purified in a preparative HPLC column as
described in Section 2.12. NMR spectra were recorded on a Varian Unity NMR Spec-
trometer at 400 MHz for "H NMR, 'H-"H COSY, HMBC, HSQC, and "H-"H TOCSY and
100 MHz for '>*C NMR using D, 0 as solvent. NMR experiments are referenced to H,O
and chemical shifts are reported in ppm (8).

Neotrehalose and other disaccharides produced were quantified by HPLC as
specifically described in Section 2.12, before and after partial hydrolysis with A.
niger glucoamylase (see later).

2.8. Alcoholysis reactions with methanol

Alcoholysis reactions were carried out with 1 U/ml of a-amylase at 85°Cin 1 ml
buffer with either starch (6%, w/v) or maltodextrins (15%, w/v) as substrates and
methanol as glucosyl acceptor at concentrations of 10, 20, 30 and 40% (v/v). The
reaction was stopped after 24 h and the products analyzed by TLC and HPLC. No
products were observed when the reaction medium was incubated in the presence
of 30% (v/v) methanol at 85°C during the same reaction time in the absence of
enzyme.

2.9. Alcoholysis reactions with butanol
Alcoholysis reactions from starch (6%, w/v) as substrate and butanol (8%, v/v) as

acceptor were carried out at 85°C in 1 ml buffer containing 4 U/ml of Amy A. After
48 h of reaction, the products were analyzed by TLC; a reaction with glucoamylase
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was also performed in order to reduce all the acceptor products to glucose and
butyl-glucoside.

2.10. Glucoamylase reactions

The products obtained after transglucosylation reaction from maltose (6%, w/v)
or alcoholysis reactions from starch and methanol or butanol were subjected to
the action of A. niger glucoamylase (Sigma-Aldrich). Reactions were incubated at
40°C for 5h with 40 U/ml of the enzyme, which was directly added to the Amy A
reaction medium after pH adjustment to 4. Samples were taken and analyzed by
HPLC. Glucoamylase reduces all butyl-malto-oligosaccharides to glucose and butyl-
glucoside, the smallest acceptor product, which was taken as a reference of the
alcoholysis efficiency and rate.

2.11. Products analysis by thin layer chromatography (TLC)

TLC analysis was carried out in CCF Whatman silica gel 60 plates (10cm x 10 cm
and 200 pwm) with a mobile phase consisting on (50:30:20) ethanol:butanol:water
and revealed with an alcoholic solution of a-naphtol and sulphuric acid, followed
by carbonization at 100°C as reported previously [19].

2.12. HPLC analysis

Analysis of the reaction products was carried out by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) using a Waters-Millipore chromatograph with a refraction
index detector (Waters 410) equipped with an automatic injector model 717 plus
and an aminated 4.6 mm x 250 mm Nova-Pack chromatographic column. An aque-
ous acetonitrile solution (70%, v/v) was used as the mobile phase at 0.8 ml/min for
the quantification of all products except for neotrehalose, which was quantified
with acetonitrile (80%) as the mobile phase at 1 ml/min flowrate. For neotrehalose
purification, a 7.8 mm x 300 mm Bondapack NH, preparative column was used, at
the same separation conditions.

3. Results and discussion
3.1. Gene cloning, expression and enzyme purification

The purity of Amy A, prepared as described in Section 2 was
confirmed by SDS-PAGE gel as shown in Fig. 1. The specific activity
obtained was 18 pumol of glucose/min mg of protein. The enzyme
dose used in the reactions was defined for each production batch
in order to have the same amount of activity units per reaction
volume. The purified enzyme retained 70% of the activity when
stored for 48 h at 85°C in the absence of starch.

3.2. Product profile of hydrolysis reactions with starch and
maltodextrins

After 24 h of reaction with different concentrations of starch;
maltose (G2) was the main product observed followed by glucose,
G3, G4, G5 and G6.

However, after extensive hydrolysis (48 h) all oligosaccharides
disappear with glucose and maltose as the exclusive products:
Amy A can be classified as a saccharifying enzyme [24], and
therefore capable to carry out transfer reactions. These results
suggest two different steps in the starch degradation reaction:
in the first step, the enzyme seems to primarily hydrolyze the
substrate to low molecular weight oligosaccharides with the
accumulation of maltose, while in the second step the enzyme
transforms the low molecular weight products to glucose through
transglucosylation reactions. As shown later, maltose can also
be used as substrate for the different reactions catalyzed by the
enzyme.

We also carried out reactions with maltodextrins. The prod-
uct profile obtained from these reactions after 24 h is shown in
Fig. 2 for various starch concentrations. At the lowest starch con-
centration (1.2%, w/v) glucose and maltose are the main reaction
products. After extensive starch hydrolysis, glucose and maltose
become the exclusive final reaction products even at high con-
centration of substrate (results not shown). The presence of larger
products at high concentration of substrate, suggests that the reac-

Fig. 1. SDS-PAGE electrophoresis gel of a-amylase from Thermotoga maritima. Lane
1: molecular weight standard Precision Plus (BioRad); 2: purified protein after size
exclusion FPLC in Superose HR12 (Amersham).

tion has not reached equilibrium. After correcting for the initial
concentration of glucose, maltose (G2), and maltotriose (G3) in the
maltodextrin preparation at 150 mg/ml (3.3, 23.6 and 29.1 mg/ml,
respectively), we observed an increase in G3 concentration after
24 h of reaction. This increase in G3 is either the result of the
hydrolysis of higher molecular weight products present in the
maltodextrins preparation, or the result of transfer reactions, for
instance between two maltose molecules. Nevertheless, at this
point it was not possible to establish the origin of the product
G3. Therefore, we decided to explore the behavior of the enzyme
when acting directly upon single oligosaccharides from G2 to G7 as
substrates.

In preliminary studies with these oligosaccharides, we observed
that Amy A was capable to transform faster the high molecular
weight products as compared to the smaller ones; however, trans-
fer reactions were not always easily observed and we were forced
to monitor these reactions at short reaction times and low enzyme
concentration.
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Fig. 2. Product profile of Amy A action over maltodextrins (2, 6 and 15%, w/v)
obtained after 24 h of reaction.
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Fig. 3. Products observed in TLC when Amy A is incubated with 6% (w/v) of
maltose—lane 1: glucose (upper stain) and maltose standards; 2: maltodextrin stan-
dards; 3: 10 min; 4: 20 min; 5: 30 min; 6: 40 min; 7: 50 min; 8: 60 min; 9: 3 h; 10:
5h; 11: 12 h; 12: 24 h of reaction at 85°C.

3.3. Transglycosylation reactions with maltose

In order to define if the enzyme is capable of using low molec-
ular weight oligosaccharides as substrates for transglucosylation
or hydrolysis, we carried out reactions with 6% (w/v) maltose and
analyzed the products by TLC and HPLC. The results are shown in
Fig. 3, where it is clear that Amy A is capable of using maltose as
substrate to transfer glucosyl units to other oligosaccharides gen-
erating higher molecular weight products from G3 to G6 with the
concomitant liberation of glucose. This is an unusual result, as most
a-amylases are not capable of using maltose as substrate. To the
best of our knowledge, the only case reported is that of BSAm (Bac-
terial Saccharifying alpha-Amylase) which is able to use maltose
not only as substrate for transglucosylation, but also in condensa-
tion reactions [27].

A more systematic study was carried out observing the effect
of increasing concentrations of maltose on Amy A specificity. Fig. 4
corresponds to the HPLC chromatogram obtained from the reaction
with 6% (w/v) maltose after 24 h, where the accumulation of glucose
and the presence of higher molecular weight products than mal-
tose, can be readily observed. After quantification, we also found
that glucose and G3 were the main reaction products from maltose,
followed by G4. Accumulation of glucose from the transglucosyla-
tion reaction with maltose is observed as a-amylase initially splits
one molecule of maltose transferring a glucosyl unit to another
maltose molecule and liberating glucose with the accumulation of
maltotriose and glucose in the reaction medium. The production of
G4 in the reaction may be the result not only of a transglucosylation
reaction from G3 and G2, but also of a condensation of two maltose
molecules. Its accumulation in the reaction is rather puzzling, since
MOS are presumably good substrates for hydrolysis, therefore, as
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Fig. 5. Transglycosylation reaction products observed in TLC when G3 to G7 (2%,
w/v) are used as substrates. Lane 1: G3, Omin; 2: G3, 10 min; 3: G4, O0min; 4: G4,
10 min; 5: G5, 0min; 6: G5, 10 min; 7: G6, 0 min; 8: G6, 10min; 9: G7, 0 min; 10:
G7, 10 min; 11: maltodextrin standard.

showed later, new linkages may form from transglycosylation reac-
tions.

At higher maltose concentrations (15 and 30%, w/v) and shorter
reaction times (10-20 min), it is even possible to observe the pres-
ence of G7 and G8, which disappear from the reaction medium at
longer reaction times (data not shown). Additionally, when explor-
ing the transfer reactions of Amy A from maltose at these high
concentrations, we did not observe the expected accumulation of
glucose in the reaction medium in function of time, suggesting an
inhibitory effect of maltose on Amy A at high concentrations.

3.4. Transglucosylation reactions with G3 to G7

Fig. 5 summarizes the initial reaction product profile obtained
by TLC using G3 to G7 as single substrates, demonstrating that
the enzyme is also capable of using these oligosaccharides as sub-
strates for transglucosylation at short reaction times, followed by
hydrolysis. In this figure, the transglycosylation from G3 is not as
clear as with the higher molecular weight substrates (G4-G7) but
is appreciated by HPLC (not shown). After 48 h of reaction and once
equilibrium is reached, the final products observed in all cases
are glucose and maltose in a 2:1 ratio, indicating that all type of
oligosaccharides formed through transglucosylation are in the long
term hydrolyzed to obtain G1 and G2. When glucose is incubated
with the enzyme, no condensation products are observed.

G1 and G2 in the same proportion are therefore the final prod-
ucts, whatever the substrate is: starch, maltodextrins or MOS.

The products obtained in the reactions already described (as
well as in the alcoholysis reactions) were subjected to the action
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Fig. 4. HPLC chromatogram showing the transglucosylation products obtained from 6% (w/v) maltose concentrations at 24 h with Amy A.
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Fig. 6. Structure of neotrehalose.

of A. niger glucoamylase for analytical purpose. However, when
products were analyzed by TLC, a disaccharide signal of unknown
identity was observed. This product was separated by HPLC
using a mobile phase of acetonitrile 80% (v/v). When comparing
the elution time of the unknown sugar with maltose, isomal-
tose, nigerose, trehalose and neotrehalose used as standard, the
signal seemed to correspond to neotrehalose (a-D-glucopyranosyl-
[3-p-glucopyranoside), a disaccharide composed of two glucose
molecules joined by a a1-1 linkage, as shown in Fig. 6.

3.5. Identification, purification, NMR analysis and quantification
of the disaccharide product

In order to corroborate that the unknown disaccharide was in
fact neotrehalose, we carried out a transglucosylation reaction with
Amy A and maltose (6%, w/v) with 10 U/ml of the enzyme. The com-
pound of interest was purified by preparative HPLC as described in
the previous section and analyzed by NMR. The 13C NMR spectrum
contained 12 signals (data not shown). In the 'H NMR spectrum,
two anomeric protons were observed, one of them in orientation 3
was observed at4.59 (1H, d, J=8.0 Hz) and HSQC showed its attach-
ment to the anomeric carbon at § 103.06. The second anomeric
proton was observed in « orientation at 5.17 (1H, d, J=3.6 Hz) and
HSQC showed its attachment to the anomeric carbon at § 100.36.
This served as the starting point to get the spin system of both
glucoses by COSY and TOCSY experiments. Once the 'H signals of
both sugars had been assigned, the carbons to which each hydro-
gen was attached to were defined from HSQC. Based on the HMBC
correlations, the bond between the sugars was determined to be
(1" — 1) based on the long-range correlation between H-1’ of the
a-glucose and the carbon at § 103.06 of 3-glucose. A second corre-
lation was observed between H-1 of the B-glucose and the carbon
at § 100.36 of a-glucose. From this result, it was deduced that the
compound is neotrehalose. To confirm this result, we compared
the isolated oligosaccharide with a neotrehalose standard by 'H
NMR. The following NMR data were obtained; 'H NMR (400 MHz,
D,0): a-glucose, § 5.17(d, 1H,J=3.6 Hz,H-1"), 6 3.54(dd, 1H,] = 3.6,
9.5Hz, H-2'), § 3.69 (dd, 1H, J=8.4, 9.5Hz, H-3’), § 3.89 (dd, 1H,
J=9.5, 10.0Hz, H-4'), § 3.40 (m, 1H, H-5"), § 3.72 (m, 1H, H-6a’), §
3.80 (m, 1H, H-6b’); B-glucose, § 4.59 (d, 1H, J=8.0Hz, H-1), § 3.37
(dd, 1H,J=8.0,9.2 Hz, H-2),6 3.47 (dd, 1H,J=9.0,9.2 Hz, H-3), § 3.43
(m, 1H, H-4), § 3.40 (m, 1H, H-5), § 3.72 (m, 1H, H-6a), § 3.80 (m, 1H,
H-6b); 13C NMR (100 MHz, D,0), a-glucose, § 100.36 (C-1"), § 71.49
(C-2'), § 72.85 (C-3'), § 72.73 (C-4'), § 69.42 (C-5'), § 60.61 (C-6');
B-glucose, § 103.06 (C-1), § 73.15 (C-2), § 75.43 (C-3), 5 76.20 (C-4),
8 69.42 (C-5), § 60.44 (C-6).

Once we confirmed that the disaccharide was in fact neotre-
halose, we carried out a new reaction with 10 U/ml of Amy A and
maltose 6% (w/v) and proceeded to its quantification by HPLC. After
48 h of reaction, neotrehalose was present in a concentration of
6.43 mg/ml, corresponding to a total reaction yield of 10% and the
ratio maltose/neotrehalose turned out to be 1.42.

Table 1
Methyl-glucoside produced after Amy A reactions from starch and maltodextrins
before glucoamylase digestion after 24 h of reaction.

Methanol (%, v/v) Methyl-glucoside (mg/ml)
from starch (6%, w/v)

Methyl-glucoside (mg/ml)
from maltodextrins (15%, w/v)

10 2.85 115
20 2.98 1.21
30 3.51 1.88
40 2.96 297
50 - 2.53

The fact that Amy A is capable of generating neotrehalose
from different substrates makes this enzyme attractive given
neotrehalose’s high commercial value. Neotrehalose has several
industrial applications due to its chemical stability, sweetness,
energy-imparting ability, osmosis-regulating ability, moisture and
viscosity retaining abilities, crystallization preventing ability, non-
fermentability and non-cariogenicity.

It is not the first time an a-amylase is reported as a neotre-
halose producer. In 1996, Shibuya et al. [28] obtained the patent
of a process for the preparation of neotrehalose and its uses. Such
preparation process consisted on the action of B. subtilis sacchari-
fying a-amylase from starch, maltodextrins and other amylaceous
substances. Amy A equals the yield of neotrehalose reported by
these authors (10-15%) with the advantage of a hyperthermophilic
behavior, a wide substrate specificity and the possibility of cou-
pling with a glucoamylase degradation in order to facilitate the
concentration and purification of neotrehalose after the action of
Amy A.

On the other hand, in spite of the previous reports, the gener-
ation of a «1-B1 linkage by an enzyme that carries out hydrolysis
and transglycosylation reactions of substrates bearing primarily o-
1,4 linkages is worth mentioning. In 1996, Kato et al. published a
series of papers describing a system for the production of trehalose
involving two different enzymatic activities from the archea Sul-
folobus solfataricus KM1 [29-31]. The activity responsible for an
intramolecular transglucosylation mechanism for the production
of glucosyl-trehalose from a malto-oligosaccharide was that of a
glycosyl transferase and the one responsible for the hydrolysis of
this product to generate trehalose and the remaining oligosaccha-
ride was assigned to an a-amylase activity. In this mechanism, the
enzyme captures glucose located in the reducing end of the sub-
strate (a MOS) and then carries out a transfer reaction. For the
formation of the a-1,1 linkage in this case, glucose in the active site
has to be distorted and accommodated so that it is the C1-OH the
carbon that accepts the glycosyl moiety, resulting in a non-reducing
molecule.

It is possible that the same mechanism is present in Amy
A; however, the enzyme easily forms higher molecular weight
products from the transfer reactions with the accumulation of
glucose and maltose in the reaction medium, so that in the
final steps of the reaction when enough glucose and maltose
have accumulated, an intermolecular transfer for the formation
of neotrehalose might take place. It is logical to suppose that
accumulation of glucose favours this particular transglucosylation
reaction.

3.6. Alcoholysis reactions with methanol

We carried out alcoholysis reactions with T. maritima oc-amylase
using starch (6%) and methanol (10, 20, 30 and 40%) and analyzed
them by TLC and HPLC. The production of methyl-glucoside (MG)
and small amounts of methyl-maltoside were observed (Table 1).
From the quantification of MG after 24 h of reaction by HPLC, we
found only small differences in the quantity of free MG obtained
when using methanol at 20-40% (v/v) (3.0-3.5 mg/ml before the
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Fig. 7. TLC obtained from the alcoholysis reaction of Amy A with starch (6%) and
butanol (8%) after 48 h. Lane 1: butyl-glucoside (upper stain) and glucose stan-
dards. 2: reaction products before glucoamylase action, 3: reaction products after
glucoamylase action.

action of the glucoamylase). At this point, a good balance between
product yield and stability of the enzyme was observed.

We also carried out alcoholysis reactions with 15% mal-
todextrins and (10-50%) methanol. The use of maltodextrins as
substrates is attractive because of the possibility of handling much
less viscous reaction medium than with starch. After 24 h and 40%
methanol, it was possible to obtain almost the same amount of MG
than the reaction with starch (3 mg/ml). At 50% (v/v) of methanol
the enzyme loses stability. In Table 1 the methyl-glucoside con-
centration obtained in the reaction of Amy A from starch and
maltodextrins before the glucoamylase treatment is shown.

When comparing the alcoholysis efficiency measured as the
total methyl-glucoside produced from starch (6%, w/v) which
includes digestion with glucoamylase, it was found that Amy A pro-
duced 7.5 mg/ml of MG, almost three times the maximum amount
found for A. niger a-amylase and almost eight times the production
obtained for A. oryzae a-amylase [9].

On the other hand, very little or no alcoholysis products were
obtained when using maltodextrins as glucosyl donors with the
same saccharifying a-amylases mentioned, probably due to the
instability of the enzymes in methanol and the lower enzyme pro-
tective effect of maltodextrins compared to starch. These results
demonstrate the advantage of using Amy A for transglucosylation
reactions from starch or maltodextrins over mesophilic sacchar-
ifying a-amylases. Moreover, we have already accomplished the
enhancement of the alcoholytic activity of Amy A acting specifi-
cally on starch [25] demonstrating that although the native enzyme
is highly transglucosydic, the yield of specific products for different
applications can be increased by protein engineering.

3.7. Alcoholysis reactions with butanol

To analyze if higher molecular weight alcohols can act as nucle-
ophilic acceptors of Amy A in alcoholysis reactions, we carried
out reactions with butanol (8%) and starch (6%). Fig. 7 is a TLC
chromatogram that shows the production of butyl-glucoside (BG)
after 48 h. It was found that the enzyme was capable of producing

4 mg/ml of BG, demonstrating the versatility of the enzyme in terms
of acceptor alcohol molecules to generate alkyl-glycosides. The fact
that Amy A is capable of generating alkyl-glycosides from alcohols
with different molecular weight is extremely attractive given that
these are amphiphilic compounds with surfactant properties and
potential application in various kinds of industries such as foods,
beverages, agriculture, cleaning, leathers, paper, textile, cosmetics
and pharmaceutics [32].

Therefore, we demonstrated that the enzyme is capable of using
small oligosaccharides as substrates for glucosyl transfer as shown
in the reactions where the enzyme acted on MOS (G2-G7) to gener-
ate higher molecular weight products. This is a capacity rarely seen
in other saccharifying a-amylases which for instance, are not capa-
ble of utilizing maltose. Amy A is a neotrehalose, a non-reducing
disaccharide with interesting potential applications, forming o-
amylase. The enzyme was also capable of transferring glycosyl units
to methanol and butanol obtaining alkyl-glucosides, molecules
with surfactant properties and potential use in different industrial
processes. The temperature stability of Amy A, allows alcoholysis
reactions to take place in conditions where mesophilic a-amylases
are unstable, particularly when maltodextrins are used as sub-
strate, as these molecules do not have the enzyme stabilizing effect
observed with starch. Amy A has a high transfer capacity when
compared to other saccharifying a-amylases studied so far such as
those from A. niger and A. oryzae as concluded from the amount of
transglucosylation and alcoholysis products obtained in the same
reaction conditions.

In conclusion, we demonstrated the versatility of Amy Ain trans-
glucosylation reactions and its capacity to form a-1, 3-1 linkages
besides the commonly observed a-1,4 bonds in ac-amylases.

References

[1] Sinnott M. Catalytic mechanism of enzymic glycosyl transfer. Chem Rev
1990;90:1171-202.

[2] Nielsen ], Torben V, Borchet T. Protein engineering of bacterial a-amylases.
Biochim Biophys Acta 2000;1543:253-74.

[3] Van der Veen B, Uitdehaag ], Dijkstra B, Dijhuizen L. Engineering of cyclodex-
trin glycosyltransferase reaction and product specificity. Biochim Biophys Acta
2000;1543:336-60.

[4] Janecek S. New conserved amino acid region of a-amylases in the third loop of
their (/o )s-barrel domains. Biochem ] 1992;288:1069-75.

[5] Nakajima R, Imanaka T, Aiba S. Comparison of amino acid sequences of eleven
different a-amylases. Appl Microbiol Biotechnol 1986;23:355-60.

[6] Vihinen M, Mdntsdld P. Microbial amylolytic enzymes. Crit Rev Biochem Mol
Biol 1989;24:329-418.

[7] Janecek S. Sequence similarities and evolutionary relationships of microbial,
plant and animal a-amylases. Eur ] Biochem 1994;224:519-24.

[8] Moreno A, Saab G, Santamaria RI, Soberén X, Lopez-Munguia A. A more efficient
starch degradation by the combination of hydrolase and transferase activities
of a-amylase and cyclomaltodextrin gluconotransferase. Starch 2004;56:63-8.

[9] Santamaria RI, Del Rio G, Saab G, Rodriguez ME, Soberén X, Lépez-
Munguia A. Alcoholysis reactions from starch with a-amylases. FEBS Lett
1999;452:346-50.

[10] Hart ], Kroger L, Falshaw A, Farkas E, Thiem ], Wi A. Enzyme-catalysed syn-
thesis of galactosylated 1p- and 1L-chiro-inositol, 1p-pinitol, myo-inositol and
selected derivatives using the [-galactosidase from the thermophile Ther-
moanaerobacter sp. Strain TP6-B1. Carbohydr Res 2004;339:1857-71.

[11] Rabiu BA, Jay AJ, Gibson GR, Rastall RA. Synthesis and fermentation proper-
ties of novel galacto-oligosaccharides by 3-galactosidases from Bifidobacterium
Species. Appl Environ Microbiol 2001;7:2526-30.

[12] Hansson T, Kaper T, Van der Oost ], De vos W, Adlercreutz P. Improved
oligosaccharide synthesis by protein engineering of (3-glucosidase CelB from
hyperthermophilic Pyrococus furiosus. Biotechnol Bioeng 2001;73:203-10.

[13] Hommalai G, Chaiyen P, Svasti ]. Studies of the transglucosylation reactions of
Cassava and Thai Rosewood {3-glucosidases using 2-deoxy-2-fluoro-glycosyl-
enzyme intermediates. Arch Biochem Biophys 2005;442:11-20.

[14] Eneyskaya E, Ivanen D, Bobrov K, Isaeva-lvanova L, Shabalin K, Savel’el A,
et al. Biochemical and kinetic analysis of the GH3 Family B-xylosidase from
Aspergillus awamori X-100. Arch Biochem Biophys 2007;457:225-34.

[15] Graber M, Combes D. Action pattern of alpha-amylase from Aspergillus oryzae
in concentrated media. Biotechnol Bioeng 1990;36:12-8.

[16] Nishimura T, Kometani T, Takii H, Terada Y, Okada S. Purification and some
properties of a-amylase from Bacillus subtilis X-23 that glycosylates phenolic
compounds such as hydroquinone. ] Ferm Bioeng 1994;78:31-6.



A. Moreno et al. / Enzyme and Microbial Technology 46 (2010) 331-337 337

[17] Ohdan K, Kuriki T, Kaneko H, Shimada ], Takada T, Fujimoto Z, et al. Charac-
teristics of two forms of a-amylases and structural implication. Appl Environ
Microbiol 1999;65:4652-8.

[18] Larsson ], Svensson D, Adlercreutz P. a-Amylase-catalysed synthesis of alkyl
glycosides. ] Mol Catal B 2005;37:84-7.

[19] Saab-Rincén G, del Rio G, Santamaria RI, Lépez-Munguia A, Soberén X.
Introducing transglycosylation activity in a liquefying o-amylase. FEBS Lett
1999;453:100-6.

[20] Rivera MH, Lépez-Munguia A, Saab-Rincén G. a-Amylase from Bacillus
licheniformis mutants near to the catalytic site: effects on hydrolytic and trans-
glycosylation activity. Protein Eng 2003;16:505-14.

[21] Bibel M, Brettl C, Gosslar U, Kriegshauser G, Liebl W. Isolation and analysis of
genes for amylolytic enzymes of the hyperthermophilic bacterium Thermotoga
maritima. FEMS Microbiol Lett 1998;158:9-15.

[22] Chhabras, Shockley K, Ward C, Kelly R. Regulation of endo-acting hydrolases in
the hyperthermophilic bacterium Thermotoga maritima grown on glucan- and
mannan-based polysaccharides. Appl Environ Microbiol 2002;68:545-54.

[23] Reeves R, Gibbs M, Morris D, Griffiths K, Saul D, Bergquist P. Sequencing and
expression of additional xylanase genes from hyperthermophile Thermotoga
maritima FjSS3B.1. Appl Environ Microbiol 2000;66:1532-7.

[24] Liebl W, Stemplinger I, Ruile P. Properties and gene structure of the Thermo-
toga maritima a-amylase Amy A, a putative lipoprotein of a hyperthermophilic
bacterium. ] Bacteriol 1997;179:941-8.

[25] Damian-Almazo JY, Moreno A, Lépez-Munguia A, Soberén X, Gonzalez-Mufioz
F, Saab-Rincon G. Enhancement of the alcoholytic activity of a-amylase Amy

A from Thermotoga maritima MSB8 (DSM 3109) by site-directed mutagenesis.
Appl Environ Microbiol 2008;74:5168-77.

[26] Lowry OH, Rosenbrough NJ, Farr AL, Randal UL. Protein measurement with the
folin phenol reagent. ] Biol Chem 1951;193:265-75.

[27] Suganuma T, Ohnishi M, Hiromi K, Nagahama T. Elucidation of the subsite struc-
ture of bacterial saccharifying alpha-amylase and its mode of degradation of
maltose. Carbohydr Res 1996;282:171-80.

[28] Shibuya T, Chaen H, Sakai S, Miyake T. Process for preparing neotrehalose, and
its uses. Assignee: Kabushiki K, Hayashibara S, Kagaku K. United States Patent
5,578,469; 1996.

[29] Kato M, Miura Y, Kettoku M, Shindo K, Iwamatsu A, Kobayashi K. Purifica-
tion and characterization of new trehalose-producing enzymes isolated from
the hyperthermophilic archae, Sulfolobus solfataricus KM1. Biosci Biotechnol
Biochem 1996;60:546-50.

[30] Kato M, Miura Y, Kettoku M, Shindo K, Iwamatsu A, Kobayashi K. Reaction
mechanism of a new glycosyltrehalose-producing enzyme isolated from the
hyperthermophilic archaeum, Sulfolobus solfataricus KM1. Biosci Biotechnol
Biochem 1996;60:921-4.

[31] Kato M, Miura Y, Kettoku M, Shindo K, Iwamatsu A, Kobayashi K. Reaction
mechanism of a new glycosyltrehalose-hydrolyzing enzyme isolated from the
hyperthermophilic archaeum, Sulfolobus solfataricus KM1. Biosci Biotechnol
Biochem 1996;60:925-8.

[32] Fiechter A. Biosurfactants: moving towards industrial application. TIBTECH
1992;10:208-17.



	Portada

	Índice General

	1. Resumen

	2. Antecedentes

	3. Objetivos

	4. Hipótesis

	5. Materiales y Metodología

	6. Resultados y Análisis

	7. Conclusiones

	8. Perspectivas

	9. Referencias

	Anexos




