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1. RESUMEN

Se purificd una B-xilosidasa de la familia 52 de Geobacillus stearothermophilus (XynB2WT) y su
mutante Y509E (XynB2Y°%F) con actividad dual de B-xilosidasa y xilanasa con el fin de preparar
agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAs). Se utilizd sulfato de amonio (78%) como agente
precipitante y glutaraldehido (25 mM) como agente de reticulacidn. La reaccidn de reticulacién se llevd
a cabo durante 30 minutos a temperatura ambiente y en agitacién horizontal. En estas condiciones,
los CLEAs producidos para XynB2WT y para XynB2"%E presentaron un 46% y un 34% de actividad
recuperada. La caracterizacion morfoldgica realizada a los CLEAs por Microscopia Electrénica de
Barrido puso en evidencia una mezcla homogénea de agregados de pequefio tamafio. La
caracterizacién bioquimica de enzimas libres e inmovilizadas demostrd que el pH y la temperatura
optimos de reaccion eran mayores en XynB2WT libre que en su forma inmovilizada (pH 6,5 frente a 5
y temperatura de 75 °C frente a 65 °C). Sin embargo, en XynB2*%EJibre e inmovilizada permanecieron
constantes en términos generales (pH 6,5 para el CLEA y 6 para la libre y una temperatura de 55 °C
para ambas). El analisis de los pardmetros cinéticos muestra un valor de K, menor para el CLEA de
ambas enzimas (2,44 mM para XynB2WT libre frente a 3,86 mM en XynB2WT-CLEA y 2,13 mM para
XynB2"*%E|ibre frente a 3,53 mM para XynB2Y%E-CLEA). La inmovilizacién mejoré la termoestabilidad
en la enzima mutada, presentando una T, ligeramente mayor en el CLEA de XynB2Y°%€, Por dltimo, se
comprobd que ambas enzimas mantienen aproximadamente un 50% de actividad al cabo de los 10
ciclos de reaccion realizados a pH 6,5 y 60 °C, lo cual sugiere una buena estabilidad operacional de los

agregados producidos.



2. ABSTRACT

A B-xylosidase from the family 52 of Geobacillus stearothermophilus (XynB2WT) and its mutant Y509E
(XynB2Y°%%E) with dual activity of B-xylosidase and xylanase were purified in order to prepare cross-
linked enzyme aggregates (CLEAs). Ammonium sulfate (78%) was used as precipitating agent and
glutaraldehyde (25 mM) as crosslinking agent. The crosslinking reaction was carried out for 30 minutes
at room temperature with horizontal stirring. Under these conditions, the CLEAs produced for
XynB2WT and for XynB2"™%t showed 46% and 34% recovered activity. The morphological
characterization of the CLEAs carried out by scanning electron microscopy revealed a homogeneous
mixture of small-sized aggregates. Biochemical characterization of free and immobilized enzymes
showed that the optimal reaction pH and temperature were higher in free XynB2WT than in its
immobilized form (pH 6.5 vs. 5 and temperature 75 °C vs. 65 °C). However, free and immobilized
XynB2Y3%°t remained broadly constant (pH 6.5 for CLEA and 6 for free and a temperature of 55 °C for
both). The analysis of the kinetic parameters shows a lower K., value for the CLEA of both enzymes
(2.44 mM for free XynB2WT versus 3.86 mM in XynB2WT-CLEA and 2.13 mM for free XynB2"%¢ versus
3.53 mM for XynB2Y%t -CLEA). The immobilization improved the thermostability in the mutated
enzyme, presenting a slightly higher T,, in the CLEA of XynB2Y%E, Finally, it was found that both
enzymes maintain approximately 50% activity after the 10 reaction cycles carried out at pH 6.5 and 60
°C, which suggests a good operational stability of the aggregates produced.



3. INTRODUCCION

3.1. Enzimas degradadoras de xilano: -xilosidasas y xilanasas.

La hemicelulosa es un heteropolimero ramificado cuya composicién es variable y dependiente de la
fuente vegetal de la que provenga. Se compone de residuos de azucares; hexosas como la D-manosa,
D-glucosa y D-galactosa, de pentosas como la D-xilosa y D-arabinosa y de dacidos urdnicos.
Dependiendo de su composicién, se le asignan diferentes nombres como pueden ser residuos de

manano, galactano, arabinano o xilano (Bribiesca, 2013).

Los xilanos son los polisacdridos que componen la mayor parte de las hemicelulosas que forman las
paredes celulares de las plantas y son los segundos azUcares mas abundantes en la naturaleza. Son
polisacaridos dificiles de degradar debido a la composicién de su esqueleto formado por residuos de
xilopiranosa unidos por enlaces B-1,4 que pueden llevar varios sustituyentes como arabinofuranosa,
acido glucurdnico, acido metilglucordnico y grupos acetilo. La solubilidad de estos compuestos
depende de cuan ramificado y sustituido se encuentre. Al ser un compuesto dificil de degradar, es
necesaria la actuacion de diversas enzimas hidroliticas. Entre las enzimas hidroliticas que degradan el
xilano encontramos las xilanasas (1,4-B-D-xilano xilanohidrolasa; EC 3.2.1.8), que hidrolizan el enlace
B-1,4-xilosidico del esqueleto de xilano; y la B-xilosidasa (1,4-B-D-xilano xilohidrolasa; EC 3.2.1.37), que
cataliza la hidrdlisis de 1,4-B-D-xilanos, eliminando la D-xilosa de los extremos no reductores (Tabla 1)
(Contreras y col., 2008).

Las enzimas degradadoras de xilano (Tabla 1) han sido utilizadas como agentes ecolégicos en
numerosos procesos industriales tales como el blanqueo de la pulpa de papel, el destintado del papel
reciclado, la mejora de la digestibilidad y propiedades nutricionales de la alimentacién animal,
elaboracion de cerveza y vino, clarificacién de zumos de frutas, etc. (Rohmany col., 2019).



Clasificacion

Enzima Modo de accién e
catalitica
Endo-f-(1,4) D-xilanasa Hidroliza enlaces 3-1,4 internos al en la cadena principal de la GH
(E.C3.2.1.8) molécula, liberando xilooligosacaridos
Exo-B-(1,4) D- xil . . . . . . —_

X0 ([?E(C 3.)2.1.:;2;1353 Hidroliza enlaces -1,4 de xilooligosacdridos y libera xilobiosa. GH
B-D-xilosidasa Elimina residuos de D-xilosa de los extremos no reductores de los GH
(E.C3.2.1.37) xilo-oligosacdridos cortos y xilobiosa, produciendo xilosa.

. . Elimina las cadenas laterales de arabinosa al hidrolizar el enlace
o -L-arabinofuranosidasa .
entre arabinofuranosa en el extremo no reductor en los GH
(E.C3.2.1.55) L
arabinoxilanos
o, -Glucoronidasa Elimina las cadenas laterales de acido glucordnico al hidrolizar los GH
(E.C. 3.2.1.139) enlaces a-1,2-glucosidicos con los glucuronoxilanos.
Acetil-xilan estearasa Libera grupos o- acetilos al hidrolizar enlaces acetil-ester en acetil- CE
(E.C3.1.1.72) xilanos.
Estearasa de acido fertlico
(E.C.3.1.1.73) Elimina el 4cido ferulico y p-cumarico de las arabinosas al CE
Estearasa de acido p- hidrolizar enlaces feruloil-ester y p-cumaril-ester con xilanos.
cumarico
Endo- f—1,4 mananasa Libera 3 -1,4 mananooligomeros asociados a xilanos. GH
Exo- 3— 1,4 manosidasa Hidroliza los B -1,4-mananooligomeros liberando manosa. GH
Endo-galactasa Hidroliza 3 -1,4-galactano GH
Acetil-manan-estearasa Libera 2 o 3-O-acteilxilanos. CE

GH= Glucosilhidrolasas. CE= Carbohidratoestearasas.

Tabla 1. Enzimas degradadoras de xilano (Bribiesca, 2013).

Estas enzimas actian segun la topologia del sitio activo y la regién de unidn al sustrato (Figura 1). En
el caso de las endo-xilanasas, que dirigen la rotura de los enlaces internos, el sitio de unién al sustrato
se muestra con una hendidura abierta en ambos extremos, mientras que el sitio activo de las enzimas
que se dirigen a los extremos de las cadenas principales de polisacaridos, las exo-xilanasas, lo muestran
en un extremo de los bucles extendidos (Huang y col., 2014).
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Figura 1. Estructura del xilano y sitio de ataque de las enzimas xilanoliticas (Javier-Pastor, 2013).

Las Glugosilhidrolasas (GHs) se agrupan y clasifican en familias segin la similitud de sus cadenas
aminoacidicas en una base de datos denominada CAZy (Carbohydrate-Active Enzymes)
(http://www.cazy.org/Citing-CAZy) (Drula y col., 2022). Existe una relacién directa entre la secuencia
aminoacidica y la forma de plegamiento de una enzima por lo tanto esta clasificacion también tiene en
cuenta las caracteristicas estructurales y de mecanismo catalitico de las enzimas (Rohmany col., 2019).

3.1.1. B-Xilosidasas de la familia GH52; XynB2.

Las PB-D-xilosidasas son un grupo de enzimas estructuralmente diversas y con diferentes
especificidades segln el organismo del que procedan y el sustrato con el que reaccionen (Rohman vy
col., 2019) que catalizan la liberacién de unidades de xilosa de los extremos no reductores de las
cadenas cortas de oligosacaridos (Ben-David y col., 2007). Para ello, hidrolizan el enlace glucosidico a
través de dos rutas diferentes; bien mediante la retencidn o bien mediante la inversién general de la
configuracién del carbono anomérico (Rohman y col., 2019).

Las B-D-xilosidasas, segln la base de datos CAZy (http://www.cazy.org/Citing-CAZy) (Drula y col.,
2022), se encuentran presente en 11 familias de las glicosil hidrolasas (GH). De estas enzimas, se
determind que Unicamente 8 familias contienen B-xilosidasas activas sobre sustratos naturales (GH3,
5,30, 39, 43, 51, 52 y 120) (Rohman y col., 2019). Aunque se conoce la estructura tridimensional de B-
xilosidasas pertenecientes a varias familias de GH, (Rohman y col., 2019) sélo se han descubierto,
purificado y caracterizado bioquimicamente unas pocas enzimas de la GH52 (Espina y col., 2014).

La B-D-xilosidasa de Geobacillus stearothermophilus (XynB2) es una glicosidasa que actua con
retencion de la configuracién anomérica (Bravman y col., 2001, Bravman y col., 2003). El monémero
consta de 705 aminodcidos con una masa molecular de 79894 Da (Contreras y col., 2008, Huang y col.,
2014, Danny col., 2014) con homologia con la familia de las GH52 (Espina y col., 2014).

Geobacillus stearothermophilus es una bacteria del suelo, terméfila Gram-positiva con un extenso
sistema hemicelulolitico (Dann y col., 2014). Esta bacteria crece en medios ricos en oligosacaridos
como los encontrados en la pared celular de las plantas, incluidos el xilano, el arabinano y el galactano
(Dann vy col., 2014) por ello, posee un completo sistema de enzimas que degradan el xilano. Para
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degradar el xilano, Geobacillus stearothermophilus secreta una endo-1,4-B-xilanasa que digiere el
xilano en xilooligdmeros. Estos productos son captados por transportadores de azlcar especificos y la
degradacion final ocurre dentro de las células por hemicelulasas como la B-xilosidasa (Contreras y col.,
2008).

3.1.2. Mutante XynB2Y50%,

Se han reemplazado diferentes residuos de la enzima XynB2 mediante mutagénesis sitio-dirigida para
conocer el nucledfilo catalitico y los residuos acido-base de la familia glucdsido hidrolasas 52 y su
actividad glicosintasa (Romero y col., 2021).

Huang y col., en 2014 compararon la secuencia aminoacidica de la B-xilosidasa clonada por ellos
(GSxyn) con la secuencia de dos xilanasas de G. stearothermophilus. En el alineamiento de secuencia
identificaron que el sitio de tirosina 509 (Y509) de XynB2 se superpone con el acido glutdmico 506
(E506) de xylA (GenBank no. BAA05669.1) y el acido glutdmico 298 (E298) de xylB (Gen-Bank no.
ABI49951.1). La mutacién Y509E en XynB2 resultd en una variante enzimdatica que hizo que la proteina
no solo mostrase actividad de B-xilosidasa sino también actividad de xilanasa. Esto demostré que
XynB2 proporciona una importante plataforma para la manipulacién de funciones cataliticas en el sitio
activo y, por tanto, la generaciéon de enzimas multifuncionales, sin alterar la actividad enzimdtica
original.

Por ello se ha considerado que XynB2 podria ser una enzima valiosa para fines industriales,
especialmente en biorrefinerias o la industria alimentaria para la bioconversion de biomasa
lignocelulésica en etanol y xilitol (Romero y col., 2021).

Otro ejemplo de mutacién enzimatica es el mostrado por McKee y col., en 2012 que disefidé una [3-
xilosidasa GH43 que actla sobre las cadenas laterales de arabinosa para incluir la actividad
endoxilanasa.

3.1.3. Xilanasas.

Las xilanasas son importantes biocatalizadores empleados en diversas aplicaciones industriales. Son
producidas por diversos microorganismos como bacterias, micorrizas, levaduras, hongos vy
actinomicetos, ademads de protozos, insectos, crustaceos, caracoles y algunas semillas de plantas
durante la fase de germinacién en suelo (Bribiesca, 2013).

Las xilanasas producidas pueden ser de naturaleza intracelular o extracelular. La mayoria de las
xilanasas son excretadas al entorno extracelular ya que el sustrato al ser de gran tamafio no puede
entrar en las células para su hidrélisis. La hidrdlisis de xilano a xilooligdmeros se produce gracias a
xilanasas extracelulares liberadas al medio. Estos xilooligdmeros son transportados a la célula para una
mayor degradacion por las xilanasas intracelulares a la vez que inducen la produccion de mas xilanasas
intracelulares. El mecanismo de accion de las xilanasas es una reaccién hidrolitica, que involucra un
catalizador acido-base y un nucledfilo (Vermay col., 2019). Entre todas las hemicelulasas, las xilanasas
extracelulares son las principales enzimas responsables de la degradacidn en los ecosistemas de xilano
(Huangy col., 2014).

La mayoria de las enzimas xilanoliticas que han sido completamente caracterizadas y patentadas
corresponden a hongos filamentosos. Se han caracterizado solo B-xilosidasas y endo-xilanasas de
bacterias de los géneros Bacillus, Cellulomonas, Micrococcus y Staphilococcus; existen muy pocos
articulos cientificos de estas enzimas en otros géneros de bacterias (Bribiesca, 2013).



Las xilanasas se encuentran clasificadas en diferentes familias; GH5, 7, 8, 10, 11, 26 y 43, aunque las
familias que agrupan un mayor nimero de enzimas son la GH10 y GH11 (Huang y col., 2014). La
clasificacion se basa en sus propiedades fisicoquimicas como puede ser el peso molecular (siendo las
xilanasas de la familia GH10 las que tienen un mayor tamafio) y punto isoeléctrico (Bribiesca, 2013).

Las xilanasas tienen aplicaciones comerciales en panaderia, industria de piensos, industria alimentaria,
industria del papel, textiles y bioconversién lignocelulésica (Vermay col., 2019).

3.2. Inmovilizacion enzimatica.

Los procesos industriales en los que se ven involucrados catalizadores enzimaticos son cada vez mas
numerosos ya que estos presentan una gran actividad catalitica, gran especificidad de sustrato y son
muy activos a temperatura ambiente y presiéon atmosférica. A pesar de esto, y debido a la baja
estabilidad operativa que presentan la mayoria de las enzimas en las condiciones de trabajo 6ptimas
en la industria quimica, no se ha extendido su empleo. Por otra parte, al ser solubles en agua, la
separacion de los productos y sustratos es dificil, por lo que también se complica su recuperacién y
reutilizacion (Arroyo, 1998).

La mayoria de estos inconvenientes se han resuelto gracias a la inmovilizacion de enzimas. Esta
inmovilizacién consiste en una restriccion, parcial o completa, de la libertad de movimiento de las
enzimas, organulos, células, etc., por su unién a un soporte. Las enzimas inmovilizadas presentan
grandes ventajas ya que se hacen mas estables, se muestran mas resistentes a la desnaturalizacidn,
aumenta su vida media, son mas resistente a temperaturas elevadas, pH alto, son activas en presencia
de disolventes organicos, y también presentan resistencia a cizallamiento mecanico y protedlisis. Otras
propiedades como la actividad, selectividad o especificidad también se ven mejoradas. La
inmovilizacién hace que la aplicacidon de enzimas sea facilmente manejable y rentable en procesos
continuos y de lecho fijo, permite una facil separacién del producto; minimizando asi la contaminacién
proteica del producto e incluso hace posible la co-inmovilizacién con otras enzimas (Verma y col.,
2019).

La inmovilizacion se puede realizar mediante dos tipos de retenciones. En primer lugar, retenciones
fisicas, estas no provocan cambios estructurales en las enzimas empleadas y se pueden llevar a cabo
mediante adsorcion o atrapamiento y encapsulacion. Por otro lado, hablamos de retenciones
guimicas, las cuales si provocan formacién de enlaces y por lo tanto generan un cambio estructural
gue ademas hacen que la retencidn sea irreversible. Este tipo de inmovilizacidn puede llevarse a cabo
mediante uniones covalentes a un soporte sélido o mediante inmovilizacidn sin soporte (reticulado)
(Figura 2).
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Figura 2. Métodos de inmovilizacién enzimatica (Rodriguez-Alegria y Castillo-Rosales, 2014).

A pesar de las ventajas mencionadas, las técnicas de inmovilizacion también presentan desventajas.
En general, la reaccién se ralentiza ya que la enzima y el sustrato estan separados y, por lo tanto, el
sustrato debe llegar a la superficie de la particula del soporte, debe difundirse hasta dentro del sélido
y al finalizar la reaccion, el producto tiene que recorrer el mismo camino inverso.

Es importante destacar que no todos los métodos de inmovilizacién presentan los mismos
inconvenientes. En la inmovilizacién por adsorcidn, se utiliza un soporte el cual se impregna en enzima
para la adsorcion fisica o bien, la enzima se seca sobre las superficies de los electrodos. Las enzimas
adsorbidas estan protegidas de la agregacidn, protedlisis e interaccidn con interfaces hidrofébicas
(Datta y col., 2013) pero nada evita que pueda darse fuga del soporte (Verma'y col., 2019).

La inmovilizacién por afinidad aprovecha la especificidad de la enzima con su soporte bajo diferentes
condiciones fisioldgicas. Esta especificidad se logra de dos maneras: o la matriz se acopla previamente
a un ligando afin a la enzima diana o la enzima es modificada y etiquetada, es decir, deben ser enzimas
modificadas en su cadena aminoacidica (Sardar y col., 2000) lo que hace que este método sea menos
adecuado para el uso industrial (Vermay col., 2019).

Para crear interacciones covalentes enzima-soporte, se debe modificar la superficie de este Ultimo con
objeto de controlar y mejorar las interacciones entre el soporte y la enzima. Para ello se debe disenar
un soporte que tenga grupos reactivos con mejores propiedades, esto es, que mejore la estabilidad
operativa y la selectividad de la enzima inmovilizada (Verma y col., 2019). Matheus y col., en 2007
utilizaron hilos de oro de 0,5 mm de didmetro y 25 mm de longitud como electrodos que caracterizaron
electroquimicamente y determinaron sus dareas efectivas. La superficie del oro fue modificada
guimicamente con monocapas autoensambladas de tioles (SAMs) a las que se le unieron
covalentemente unos ligandos con grupos quelantes de iones metalicos que mostraban afinidad por
unos receptores superficiales que habian sido generados en una enzima mediante técnicas de
ingenieria genética. Se obtuvieron buenos resultados, mostrando buena sensibilidad, especificidad y
estabilidad con las técnicas utilizadas (Verma y col., 2019)

El soporte necesita de una estructura con suficiente resistencia mecanica y resistencia al ataque
guimico. Ademas, en la superficie de los soportes se necesita abundancia de grupos reactivos y
cadenas hidrdfilas, lo que limita muchas veces su aplicacidn a nivel industrial. Los obstaculos asociados
con las técnicas de inmovilizacién mencionadas anteriormente pueden verse resueltos utilizando una
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alternativa que utiliza agregados enzimaticos entrecruzados (del inglés Cross-Linked Enzyme
Aggregates, CLEAs), un método de inmovilizacién sin soportes (Verma y col., 2019).

3.3. Agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAs, Cross-Linked Enzyme Aggregates)

Actualmente, la preparacién de agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAs) ha ganado relevancia
como estrategia de inmovilizacién enzimatica. La metodologia CLEA es una alternativa a los métodos
tradicionales de inmovilizacion sobre soportes sélidos preexistentes que podrian reducir la
especificidad y actividad del biocatalizador. Este método también es atractivo porque es simple y
robusto, y los CLEA preparados exhiben una estabilidad operativa mejorada y una excelente actividad
catalitica (Romero y col., 2021).

Los CLEAs pueden ser separados de la mezcla de reaccion mediante procesos de centrifugacion o
filtracidn. Sin embargo, a veces estos procesos de separacion conducen a la compresién de los CLEAs,
lo que también crea una obstruccion en el transporte masivo. Los CLEAs magnéticos (M-CLEA) vy el
agregado de enzimas reticuladas sobre particulas magnéticas (CLEMPA) son excelentes alternativas
para superar estos inconvenientes. Estos CLEAs se pueden separar facilmente mediante decantacion
magnética, evitando asi la compresion y los problemas relacionados con la transferencia de masa. De
manera similar, los CLEAs porosos (p-CLEAs) y los reticuladores macromoleculares también se utilizan
para superar las limitaciones de transferencia de masa causadas por la estructura compacta de los
CLEAs. Ademas, el método es muy econédmico a escala comercial debido a su facil escalado y tampoco
requiere la enzima purificada; los CLEAs se pueden preparar directamente a partir de enzimas crudas
lo cual elimina los gastos de las técnicas de purificacion. Por otro lado, el uso de CLEAs permite
alimentar los reactores industriales con una mayor cantidad de enzima ya que el soporte de
inmovilizacidn no ocupa ningln espacio (Vermay col., 2019).

A pesar de las ventajas mencionadas anteriormente, también presentan ciertas desventajas, incluida
la falta de control sobre su tamafio de particula y flexibilidad. La modulacién de caracteristicas de los
CLEAs como la selectividad, la estabilidad y la actividad puede ser algo complicado. A veces, la
conformacion estructural de las proteinas se altera después de la preparacion de CLEAs, de modo que
da como resultado una pérdida de actividad y estabilidad. Para superar esto, aditivos como la albimina
de suero bovino (BSA), polimeros idnicos, tensioactivos y cationes (iones calcio y sodio) se utilizan en
la preparacién de los CLEAs (Verma y col., 2019).

La razon principal para inmovilizar una enzima es probablemente la mejora significativa de la
estabilidad operativa frente al calor y los disolventes organicos que generalmente se logra. Este es un
resultado directo de la disminucidn de la flexibilidad que suprime la tendencia de las enzimas a
desplegarse y la consiguiente pérdida de la estructura terciaria necesaria para la actividad. De hecho,
se ha informado que la inmovilizacidn de enzimas como agregados de enzimas reticulados puede
conducir a aumentos drasticos en la estabilidad operativa a temperaturas elevadas (Sheldon, 2011).
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3.3.1. Elaboracion de los CLEAs.

Fundamentalmente, la inmovilizacién de las enzimas como CLEAs implica dos pasos: precipitacidon de
la enzima soluble con agentes precipitantes como acetona, sulfato de amonio o etanol para formar
agregados y entrecruzamiento de los agregados formados (Mohamad y col., 2015). Para la reticulacion
de estos agregados puede utilizarse un reactivo bifuncional, generalmente un dialdehido como
glutaraldehido o dextrano polialdehido (Verma y col., 2019). El gutaraldehido es, generalmente, el
agente reticulante mds utilizado ya que se trata de un reactivo econdmico y es facil de adquirir en
cantidades comerciales (Sheldon, 2011).

En el primer paso, la enzima soluble purificada o semipurificada se precipita (sin perturbacion de la
estructura terciaria) mediante la adicion de agentes precipitantes como sales o disolventes organicos
miscibles con agua. Luego, los agregados formados se reticulan quimicamente usando un reactivo
bifuncional que permite reacciones de grupos amino de residuos de lisina expuestos en la superficie
de la enzima con oligdmeros o polimeros de, por ejemplo, glutaraldehido que resultan de
condensaciones alddlicas inter e intramoleculares. Después de la reticulacidn quimica, es importante
gue el agregado reticulado permanezca insoluble, manteniendo su estructura, asi como su actividad
catalitica (Figura 3) (Romero y col., 2021).

Enzima soluble Enzima precipitada CLEA
. ‘ Precipitacion ' . Entrecruzamiento
. —————
. Agente . . ' Agente
‘ ' precipitante .. reticulante

Figura 3. Pasos generales para la elaboracion de un CLEA (Ramirez-Tapias, 2018).

Este procedimiento es aplicable a cualquier enzima, aunque bien es cierto que la mayoria de los
articulos que tratan de CLEAs descritos hasta el momento, hablan de hidrolasas (proteasas, lipasas, y
amidasas en mayor medida) debido a su gran potencial en la industria quimica y su gran simpleza que
las hace unas enzimas muy comodas con las que trabajar (Sheldon, 2011) (Tabla 2).
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Hidrolasas Oxidoreductasas Liasas Transferasas

Lipasas (18") Ceto reductasa Hidroxinitrilo liasas (6°) Transaminasas
Esterasas (3°) Formato deshidrogenasa Piruvato descarboxilasa
Proteasas (7) Glucosa oxidasa Desoxirribosa aldolasa
Nitrilasas (2%) Galactosidasas Nitrilo hidratasa
Amidasas (4") Aminoacido oxidasa
Fitasas Lacasa
Galactosidasa Catalasa
Anhidrasa carbdnica Cloroperoxidasa
Amilasa

*Numero de enzimas de la clase correspondiente que han sido inmovilizadas con éxito.

Tabla 2. Ejemplos de enzimas que han sido inmovilizadas con éxito (Sheldon, 2011).

La principal razén para inmovilizar una enzima, generalmente, es la mejora significativa de la
estabilidad operativa que se logra cuando se expone a temperaturas altas o disolventes organicos. Esto
es gracias a una pérdida de flexibilidad de la enzima que hace que, a condiciones diferentes de las
Optimas, sea mas dificil desplegarse y perder la estructura terciaria que necesita para tener actividad.
(Sheldon, 2011).

3.3.2. Parametros de la inmovilizacion en CLEAs.

Para una correcta inmovilizacion, se deben poner a punto pardmetros como la temperatura, pH,
concentracién de proteina, velocidad de agitacidn, precipitante y tiempo de precipitado, proporcién
de proteina a precipitante, aditivos, concentracién de reticulante y tiempo expuesto a dicho
reticulante (Sirisha y col., 2016). Esto es porque, a menudo, la inmovilizacién altera significativamente
el comportamiento de las enzimas; se producen cambios en su estabilidad y la actividad enzimatica se
ve afectada por efectos de tipo difusional, estérico y del micro entorno ya que la enzima inmovilizada
se considera un sistema heterogéneo en el cual todos los componentes que intervienen en el proceso
catalitico (pH, sustratos, productos, inhibidores, activadores, etc.) se encuentran en interfase: en el
medio de reaccion y en la fase constituida por el soporte con la enzima (Arroyo, 1998).

La actividad, estabilidad y el tamafio de particula del CLEA resultante vienen directamente relacionadas
con la concentracidn del reticulante respecto a la enzima, es decir, es un factor clave ya que, si la
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relacién molar de reticulante/enzima resulta ser demasiado baja, no se dara una reticulacién suficiente
y afectard al CLEA haciendo que este sea demasiado flexible e inestable en los sucesivos lavados para
su reutilizacién. Por otro lado, demasiada reticulacidn podria provocar la ausencia completa de
flexibilidad en la enzima, lo que se traduce como pérdida de actividad enzimatica. Se debe determinar
la cantidad éptima de reticulante para cada enzima, ya que cada una tiene una estructura de superficie
Unica, conteniendo un numero variable de residuos de lisina (Sheldon, 2011).

Si las enzimas no presentan o presentan en poca proporcién residuos de lisina accesibles, se podria
dar una insuficiente reticulacién lo que conduce a CLEAs inestables en medio acuosos. Para superar
este problema, Lépez-Gallego y col., en 2005 estudiaron el uso de poliaminas como polietilenimina
que luego se co-inmovilizan con la enzima. Se puede encontrar problemas también en la formacién de
CLEAs cuando la concentracidon de proteina en la preparacidon enzimatica es baja. En estos casos, la
formacién de CLEAs se puede promover afiadiendo una segunda proteina, como, por ejemplo, la
albumina de suero bovino (Shah y col., 2006).

3.3.3. Propiedades fisicas de los CLEASs.

El tamafo de particula es una propiedad importante de cualquier catalizador heterogéneo en el
contexto de aplicaciones industriales, ya que afecta directamente la transferencia de masa y la
filtrabilidad en condiciones operativas. Un tamafio de particula tipico de los CLEAs es de 5 a 50 um, y
su filtrabilidad suele ser suficiente para el funcionamiento por lotes. Como ocurre con todos los
catalizadores sdlidos, cabria esperar una pérdida de actividad debido a las limitaciones de difusién en
una enzima inmovilizada. Sin embargo, los CLEAs son materiales altamente porosos y, en general, no
se ha observado ninguna limitacién de difusiéon al usarlos en transformaciones biocataliticas
comunmente utilizadas en sintesis orgdanica (Sirisha y col., 2016).

La velocidad de difusién esta influenciada por el tamafio de particula, y éste esta determinado, entre
otras cosas, por la relacion reticulante/enzima. Las particulas mas pequefias presentan velocidades
Optimas, pero, el hecho de que sean mas dificiles de filtrar hace que sea mejor el uso de particulas mas
grandes. Esto requiere un compromiso entre una buena actividad y una buena filtrabilidad. El tamafo
de particula de un CLEA también puede aumentar con el envejecimiento (Pchelintsev y col., 2009), lo
que sugiere que el proceso de reticulaciéon no se completé cuando se detuvo la reaccién. Sin embargo,
el funcionamiento continuo sobre un lecho empacado de biocatalizador requerird particulas
relativamente grandes para evitar una gran caida de presion sobre la columna. Un enfoque para
preparar CLEAs con tamafio de particula aumentado y estabilidad mecanica mejorada segun Wilsony
col., (2004) es encapsularlos en una matriz de alcohol polivinilico (los llamados Lentikats).

3.3.4. Aplicaciones de los CLEASs.

Las enzimas inmovilizadas ayudan en su reutilizacién econdmica y también en el procesamiento de
diversos productos. Las enzimas inmovilizadas tienen diversas aplicaciones biotecnoldgicas,
biomédicas e industriales. El avance en estas areas radica en el hecho de que son econdémicas,
ecoldgicas y faciles de usar en comparacion con otras tecnologias paralelas.

Los primeros ejemplos de CLEAs se derivaron de la penicilina G amidasa una enzima de importancia
industrial que se utiliza en la sintesis de antibiéticos de penicilina y cefalosporina semisintéticos. La
enzima libre presenta una estabilidad térmica limitada y una baja tolerancia a los disolventes
organicos, lo que lo convierte en un ideal candidato a la estabilizacion por inmovilizacién (Sheldon y
van Pelt, 2013).
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Ademas, la tecnologia CLEA se ha definido como un candidato atractivo para la bioconversion de
biomasa lignocelulésica. Por ejemplo, los CLEAs de B-mananasa preparadas utilizando reticuladores
macromoleculares lineales dieron como resultado una estructura porosa con un impedimento estérico
bajo y una mayor actividad (Sheldon, 2011).

Bhattacharya y Pletschke en 2014 informaron del uso de magnetita-CLEA en el campo de la
bioconversién de lignocelulosa. En comparacion con los CLEAs convencionales, los CLEAs de magnetita
mostraron una mayor actividad xilanasa. Ademas, se preparé un combi-CLEA que contenia xilanasas y
mananasas producidas por cepas bacterianas nativas. La estabilidad térmica de todas las enzimas en
CLEAs aumentd en comparacion con las enzimas libres (Bhattacharya y Pletschke 2015). El término
Combi-CLEA se utiliza para referirse a la co-inmovilizacién deliberada de dos o mas enzimas en un solo
CLEA con el propésito de realizar dos o mas biotransformaciones en cascada (Sheldon, 2011).

Por udltimo, Dalal y col., (2007) caracterizaron diferentes sistemas CLEA adicionando n-propanol,
acetona o dimetoxietano como agentes precipitantes y estabilizando los agregados variando las
concentraciones de glutaraldehido hasta 40 mM, obteniendo actividad pectinolitica elevada.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general:

- Inmovilizacién y caracterizaciéon de las proteinas XynB2WT y XynB2Y*%t como agregados
enzimaticos entrecruzados (CLEAs).

4.2. Objetivos especificos:

Purificacion de las proteinas XynB2WT y su mutante XynB2">%%

Inmovilizacién de ambas proteinas como CLEAs.

Caracterizacién de los CLEAs por Microscopia Electrénica de Barrido (FESEM).

Caracterizacion Bioquimica de las enzimas en su forma libre y como biocatalizador
inmovilizado.

5. Estudio de la reutilizacidn de los dos biocatalizadores inmovilizados.

PwnNnpE
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Preparacion de células competentes.

Se comenzd con la preparacién de células de E. coli competentes para posteriormente transformarlas
con un plasmido que contenia el gen de la proteina de interés.

La preparacion de células competentes se realizé tomando una colonia crecida de una placa de LBy se
inoculé en 25 mL de LB (10 g/L de Triptona, 5 g/L extracto de levadura, 10 g/L NaCl, pH 7,02) con 250
uL de solucién 1 (MgCl, 1 M, MgS0O, 1M). Se crecié en agitacion toda la noche a 250 r.p.m. en un
agitador GFL 3005 (Burgwedel, Alemania) a 37 °C en el incubador EC 240/PP/C (Ing CLIMAS, Barcelona,
Espafa). De este precultivo se tomo un indculo de 1 mLy se agregd a 50 mL de LB (10 g/L de Triptona,
5 g/L extracto de levadura, 10 g/L NaCl, pH 7,02) con 500 pL de Solucién 1 (MgCl, 1 M, MgS0, 1M) y
se agitd durante 2 horas a 250 r.p.m. en un agitador GFL 3005 (Burgwedel, Alemania) y 37 °C en un
incubador EC 240/PP/C (Ing CLIMAS, Barcelona, Espafia) hasta alcanzar una densidad éptica de 0,3-0,4
u.a. medida a una longitud de onda de 600 nm en un espectrofotémetro He\ios y (Thermo Electron
Corporation, Inglaterra).

La suspension celular se transfirié a tubos de centrifuga de 25 mL previamente enfriados y estériles y
se centrifugd 10 minutos, 7000 r.p.m. en una centrifuga Beckman J2-21 con rotor JA-20 (California, EE.
UU.). Una vez centrifugado, se descartd el sobrenadante y las células se resuspendieron en 4 mL de
solucidon de CaCl; (CaCl, 60 mM, Glicerol 15%, PIPES o MOPS pH 7 10 mM) enfriada.

Se incubd en hielo durante 1 hora y se volvié a centrifugar de la misma forma durante 10 minutos,
7000 r.p.m y a 4 °C en la misma centrifuga. Se descarté el sobrenadante y se volvié a resuspender las
células en 4 mL de solucién CacCl, (CaCl, 60 mM, Glicerol 15%, PIPES o MOPS pH 7 10 mM) enfriada. Se
incubd en hielo durante 10 minutos. Por ultimo, el preparado con las células se conservé a -80 °C en
tubos de 1,5 mL, en alicuotas de 200 pL.

5.2. Transformacion de células competentes.

Las células competentes se transformaron con el pldasmido pJAVI91 que contenia el gen codificante
para la proteina nativa B-xilosidasa de Geobacillus stearothermophilus CECT43 (XynB2WT) y el
pldsmido pJAVI100 con el de la proteina mutada XynB2"*%t, Ambos plasmidos contenian ademas un
gen de resistencia a ampicilina.

Se utilizaron dos cepas diferentes de E. coli para la transformacidn celular; la cepa C43 y la cepa JM109.
Ambas se transformaron con los dos plasmidos mencionados, obteniéndose de esta forma colonias de
la cepa de E. coli C43 con el pldsmido que contiene el gen de forma nativa de XynB2 (C43 pJAVI91) vy,
por otro lado, con el pldsmido que contiene el gen de la proteina mutada XynB2Y°%t (C43 pJAVI100) y
colonias de la cepa JM109 (JM109 pJAVI91 y JIM109 pJAVI100).

El proceso de transformacion comenzé descongelando en hielo durante 20 minutos, tubos que
contenian las células competentes procedentes de un congelador de -80 °C. Una vez descongeladas se
hicieron alicuotas del 100 uL en tubos preenfriados en hielo.

De cada pldsmido se tomd un volumen de 1 uL y se afiadié a 100 pL del cultivo de células competentes.
Simultdneamente se llevé una transformacidn de control utilizando 1 pL de agua en lugar de plasmido.
Este volumen de agua se mezclé con 100 pl de cultivo de células competentes.

Las células competentes tienen en sus membranas poros por los que se introduce el plasmido
recombinante. Las cargas negativas presentes en estos poros son neutralizadas por el Ca* que

18



proviene del CaCl, afadido en el proceso de elaboracidn de células competentes. Para ayudar en este
proceso, también se afadidé 1.7 uL de -2-mercaptoetanol preparado a una dilucién 1:10.

Tras afiadir el plasmido y el agua a los tubos con las células competentes segln correspondia, se dejé
incubar durante 30 minutos a 4 °C. Seguidamente se realizé el choque térmico en un Termobloque
Thermomixer Comfort (Eppendorf Af, Hamburgo, Alemania) durante 45 segundos a 42 °C. Este cambio
de temperatura propicid la expansién de la membrana celular permitiendo la entrada del plasmido en
la célula. Se volvié a incubar en hielo durante 10 minutos para rigidizar la membrana.

Una vez transcurridos los 10 minutos en frio, se afiadieron 900 uL de medio LB (10 g/L de Triptona, 5
g/L extracto de levadura, 10 g/L NaCl, pH 7,02) y se dejaron crecer durante 1 h en agitacidn constante
en un agitador Roller (CMV, Alemania) a una velocidad correspondiente a la posicidn 4 y a 37 °Cen un
incubador EC 240/PP/C (Ing CLIMAS, Barcelona, Espafia). Tras este tiempo, se sembrd en placas de LB
con ampicilina (10 pug/uL) (10 g/L de Triptona, 5 g/L extracto de levadura, 10 g/L NaCl, 15 g/L de Agar
pH 7,02) con cada uno de los diferentes tipos celulares. Se rotularon las placas segun la cepa
transformada y segun el plasmido utilizado. Las células que no contenian plasmido se rotularon como
‘Blanco’ y sirvieron como controles negativo y positivo. Se sembraron en dos tipos diferentes de placas,
una con 50 pL de células transformadas y otra a las que se le afiadié 25 ulL de células. Se dejaron crecer
18 horas a 37 °C en incubador EC 240/PP/C (Ing CLIMAS, Barcelona, Espafia). Al dia siguiente se
analizaron y se guardaron a 4 °C hasta su uso.

5.3. Induccidn con isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG).

Para la induccion de cada una de las bacterias, se inoculé una colonia transformada con su plasmido
en un matraz Erlenmeyer conteniendo 20 mL de medio LB (10 g/L de Triptona, 5 g/L extracto de
levadura, 10 g/L NaCl pH 7,02) suplementado con ampicilina 100 pug/mL y se crecié durante 18 horas
a 37 °C en un incubador EC 240/PP/C (Ing CLIMAS, Barcelona, Espafia) y en agitacién constante a 200
r.p.m. en un agitador GFL 3005 (Burgwedel, Alemania). Transcurrido ese tiempo se tomaron 4 mL de
pre-cultivo y se inocularon en 250 mL de medio LB (10 g/L de Triptona, 5 g/L extracto de levadura, 10
g/L NaCl pH 7,02) suplementado con ampicilina 100 pug/mL, dejando crecer a 200 r.p.m. en un agitador
GFL 3005 (Burgwedel, Alemania) a 37 °C en un incubador EC 240/PP/C (Ing CLIMAS, Barcelona, Espafia)
hasta observar turbidez y obtener una absorbancia entre 0,3 y 0,5 u.a. medida a Aspo NM en un
espectrofotometro Helios y (Thermo Electron Corporation, Inglaterra). Las absorbancias de los
diferentes cultivos se midieron en un espectrofotémetro HeAios y (Thermo Electro Corporation,
Inglaterra) a Asoo Nm y cuando alcanzé la adecuada absorbancia, se afiadid el inductor isopropil--D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) (PanReac AppliChen) a una concentracién de 1 mM para la enzima nativa
y 0,1 mM para la enzima mutada. Se dejo en agitacidon a 200 r.p.m en un agitador GFL 3005 (Burgwedel,
Alemania) durante 18 horas, a 37 °C en un incubador EC 240/PP/C (Ing CLIMAS, Barcelona, Espafia).

Para las medidas de absorbancia a 600 nm se utilizd como blanco LB (10 g/L de Triptona, 5 g/L extracto
de levadura, 10 g/L NaCl, pH 7,02).

Antes de la induccidon se tomé 1 mL de cultivo que se utilizé para la posterior electroforesis de proteinas
en condiciones desnaturalizantes. Se centrifugd en una centrifuga Spin Plus (Eppendorf, Hamburgo,
Alemania) durante 5 minutos, 13.000 r.p.m. El sobrenadante se deseché y al precipitado obtenido se
le afiadié 250 puL de tampdn fosfato pH 6,5 100 mM y se guardd a -20 °C etiquetado como ‘no inducido’
(N1).

El resto de volumen de células inducidas se repartieron en tubos de 25 mL, se equilibré el peso de los
tubos y se centrifugd a 4 °C durante 15 minutos a 5000 r.p.m. en una centrifuga J2-21 (Beckman,
California, EE. UU.) con el rotor JA-20. Se deseché el sobrenadante y las células sedimentadas se
guardaron a -20 °C, marcando el tubo con el nombre de la cepa y la fecha en la que se indujo.
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5.4. Purificacion.
5.4.1. Ruptura celular.

Se descongelé cada tipo de precipitado y cada uno se resuspendié en 30 mL de tampdn TALON (50 mM
Tris pH 7 300 mM NacCl), 150 uL de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) en etanol al 99,6% a una
concentracioén final de 0,5 mM y 2-B-mercaptoetanol a una concentracion final de 1 mM. Este ultimo
evitara la agregacion de las proteinas mientras que el PMSF inhibira la accidn de las proteasas.

Una vez se resuspendié el precipitado, se mantuvo en todo momento del proceso las células en hielo.

Para la ruptura celular se utilizé un sonicador Up200S (Dr. Hielscher, Alemania) con un valor de ciclo
de 0,5 y una amplitud del 60% y se llevaron a cabo 10 ciclos de sonicado con una duracidn total de 1
minuto cada ciclo. Se sonicé durante 45 segundos y se descansd 15 segundos entre ciclos. En todo
momento la suspensién celular a romper se mantuvo en frio. Se tuvo especial cuidado para no
recalentar la muestra, sumergiendo el sonotrodo hasta la mitad del liquido para evitar la formacién de
burbujas.

Una vez terminados los ciclos, se tomaron 500 pL de la suspensién de células rotas para el posterior
estudio en gel de electroforesis. Se centrifugd en una centrifuga Spin Plus (Hamburgo, Alemania) 5
minutos a 13000 r.p.m. Las células sedimentadas se resuspendieron en 100 pL de tampdn TALON y se
guardaron a -20 °C rotulando el tubo como ‘precipitado inducido’ (Pl). El sobrenadante también se
guardd a -20 °C con el nombre de ‘sobrenadante inducido’ (Sl). Se analizé por separado el precipitado
y sobrenadante para determinar si la expresidon de la proteina fue correcta o si por el contrario se
habian generado cuerpos de inclusion.

A su vez, se tomaron otros 500 uL para medir la actividad enzimatica de forma cualitativa. Para ello,
se centrifugaron como se ha indicado en el parrafo anterior y se descarto el precipitado. Se mezclaron
20 pl del sobrenadante y 160 pL de tampdn fosfato pH 6,5 100 mM en un tubo de 1,5 mL y se dejo
incubar en un Thermomixer Eppendorf Comfort AF (Hamburgo, Alemania), durante 1 minuto a 65 °C.
Tras este minuto, se comenzd la reaccidon enzimatica a tiempo final en el mismo termomixer en
agitaciéon constante de 500 r.p.m, y 65 °C, afiadiendo 20 pL del reactivo para-nitrofenol-§-D-
xilopirandsido (p-NPX) 20 mM durante 5 minutos. A continuacién, se afiadieron 200 uL de carbonato
de sodio (Na,C0Os) 1 M con fin de parar la reaccidn. Este experimento resulta clave para poder continuar
con la purificacién y se llevé a cabo para comprobar la existencia de proteina activa en la muestra de
sobrenadante sonicado.

Una vez comprobada la actividad, las muestras sonicadas se centrifugaron. Para ello, se pesaron los
tubos obtenidos afiadiendo tampdn TALON (50 mM Tris pH 7, 300 mM NacCl) en caso de ser necesario.
Los tubos de centrifuga se pesaron en una balanza PB302 (Mettler, Suiza) incluyendo adaptadores y
tapones. Se centrifugd 25 minutos a 12000 r.p.m en una centrifuga Beckman J2-21 (California, EE. UU.)
rotor JA-20 Cuando finalizé el tiempo de centrifugacion se filtré el sobrenadante con ayuda de un papel
de filtro, un embudo y se recogié en un matraz Erlenmeyer. Se intenté hacerlo lo mas rapido posible
para asi evitar que las células rotas se resuspendieran. En todo momento el filtrado se mantuvo en frio
para evitar la accién de las proteasas y aumentar la estabilidad de la proteina sobreexpresada.
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5.4.2. Purificacion mediante cromatografia de afinidad.

Se llevo a cabo una purificacion en cromatografia de afinidad a metales inmovilizados (IMAC). Se
utilizaron dos columnas de vidrio (SIGMA, Chemical Company) diferentes, una para la proteina nativa
y la otra para la mutante. Ambas se cargaron con la matriz de Cobalto TALON® Metal Affinity Resin
(Takara, Japdn) almacenada en etanol 20%. Depositada la matriz en la columna, se dejé sedimentar y
se elimind el etanol por decantacidn tras abrir el tapén inferior de la columna.

Se lavd la matriz pasando 5 voliumenes (25 mL) de agua destilada filtrada y a continuacion se equilibré
pasando 8 volumenes (40 mL) de tampdn TALON (50 mM Tris pH 7, 300 mM NaCl). Tras esto, se hizo
pasar el sobrenadante filtrado por la columna a una velocidad lenta para conseguir una mayor
efectividad en la unién entre la proteina y la matriz. Se recogié una muestra de 1 mL del extracto eluido
por la columna 'y se guardo a -20 °C con el nombre de ‘no unido’ (NU).

Cuando todo el volumen de sobrenadante pasd por la matriz, ésta se lavd con 8 volimenes (40 mL)
tampdn TALON (50 mM Tris pH 7, 300 mM Nacl), siguiendo el mismo protocolo usado anteriormente.
Una vez eluido, se tomd 1 mL de muestra, se etiquetd como ‘lavado’ (LV) y se guardd a -20 °C.

Una vez se pasé completamente el tampdén TALON (50 mM Tris pH 7, 300 mM Nacl), se tapé la salida
de la columna y se comenzd a eluir la proteina con tampdn de Elucién (Tris 2 mM, NaCl 100 mM,
imidazol 150 mM pH 8) afiadiendo 2 mL de este tampén y dejandolo incubar durante 5 minutos. Tras
estos 5 minutos se abrié la salida de la columna y se comenzd a eluir por gravedad dejando caer todo
el volumen de tampdn en un tubo. Este volumen se guardé a 4 °C etiquetandolo como ‘fraccién 1’ (F1).
Se repitié el mismo proceso hasta verificar que se habia eluido toda la proteina recombinante.

Para saber el nimero de muestras que se debian recoger, se fue midiendo en un espectrofotémetro
He)ios y (Thermo Electron Corporation, Inglaterra) la absorbancia a Azso de las muestras eluidas con
una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso éptico. Haciendo uso de la Ley de Lambert-Beer y la absorbancia
medida, se calculé la concentracidn tedrica de proteina en cada una de las eluciones. De esta forma,
se midieron las diferentes eluciones hasta que aproximadamente, la absorbancia bajé de 0,1 u.a. El
blanco se realizé con tampdn de Elucidn a la misma longitud de onda que se midieron las muestras.

Finalmente, la matriz se limpié haciendo pasar 20 mL de tampdn MES (20 mM MES pH 5 (acido 2-
morfolinoetanosulfénico monohidrato), 160 mM NaCl), 20 mL de agua destilada y por ultimo 20 mL de
etanol 20%. Antes de pasar totalmente este Ultimo, se tapd la salida de la columna, por lo que
finalmente se almacend la matriz con el etanol en la columna a 4 °C.

5.5. Concentracion y didlisis de la proteina purificada.

Las proteinas eluidas se encontraban en el tampdn de Elucion (Tris 2 mM, NaCl 100 mM, imidazol 150
mM pH 8), pero era necesaria la eliminacion del imidazol. El cambio de tampdn y concentracion de
proteinas se llevd a cabo en una columna de ultrafiltracion Vivaspin 20 con una membrana de corte de
10.000 Da (Sartorius, Inglaterra). Se lavé la membrana de la columna con tampdn fosfato pH 6,5 100
mM para eliminar los preservantes.

Se unieron todos los volumenes eluidos cuyas absorbancias fueron mas altas (en la mayoria de los
casos de la fraccion 2 a la fraccion 5) y se comenzd con la serie de centrifugaciones en una centrifuga
KS-5200C (KUBOTA, Gotinga, Alemania) a 4000 r.p.m. en una camara frigorifica a 4 °C. El objetivo fue
ir disminuyendo la concentracion inicial de imidazol (150 mM), afiadiendo tampon fosfato pH 6,5 100
mM a la columna de ultrafiltracion.
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La concentracion de imidazol después de cada ciclo de centrifugacién se fue calculando segun la
ecuacion 1.

Vo* Co = Vp* Cf [1]

Donde V, y C, corresponden al volumen y concentracidn inicial de la muestra. El volumen final (V¢)
siempre es 20 mL, por lo tanto, la concentracion final (C¢) de Imidazol en la muestra va disminuyendo
conforme aumentan los ciclos. Se hicieron varias centrifugaciones hasta asegurar que la concentracién
final de imidazol en la muestra fuera menos de 1 mM.

Se guardd una muestra de 1 mL de tampdn eluido y 20 uL de muestra de la proteina purificada para
posteriormente ser analizada mediante electroforesis SDS-PAGE.

Se midié la absorbancia de la proteina resultante en un espectrofotémetro BioDrop plLite (Biochrom,
Reino Unido) a 280 nm. El blanco se realizé con tampdn fosfato pH 6,5 100 mM

El volumen restante de proteina purificada se guardd a -20 °C, en alicuotas de 1 mL.

5.6. Cuantificacion de proteina.

Una vez purificada y concentrada la proteina, se calculd su concentracién.

5.6.1. Cuantificacion de proteina mediante la herramienta ProtParam

El calculo se llevé a cabo segun la ley de Lambert-Beer [Ecuacidn 2], haciendo uso de la absorbancia
medida a 280 nm en un espectrofotdmetro Helios y (Thermo Electron Corporation, Inglaterra) y del
coeficiente de extincidon molar de cada proteina calculado a partir de su secuencia aminoacidica, con
la herramienta bioinformatica ProtParam (Gasteiger y col., 2005) siendo 133.805 M™*-cm™ para la
proteina nativay 135.970 M*-cm™ para la mutada. Una vez se obtuvo la molaridad, se tuvo en cuenta
la masa molecular del mondmero de la proteina nativa (80.654,8 g/mol) y de la proteina mutada
(80.620,7 g/mol) para calcular los pg/uL de proteina purificada.

5.6.2. Cuantificacién de proteina seguin el método de lowry.

Simultaneamente se realizé el calculo de la concentracién mediante el método de Lowry (Lowry y col.,
1951). Se prepard una curva patrdn con concentraciones crecientes de Albumina de Suero Bovino
BSA (0,5 mg/mL) (Tabla 3).

Se tomaron 25 L de proteina, tanto nativa como mutante, junto con 175 plL de agua destilada.
Preparados los tubos, se afadié 1 mL de Biuret compuesto por 10 mL de Solucién A (COsNa; al 2% en
NaOH 0,1 N) y 0,4 mL de Solucién B (SO4Cu * 5H,0 al 0,5% en tartrato sédico al 1%), se agitaron todos
los tubos con ayuda de un agitador vertical Minishaker MS1 (IKA, Staufen, Alemania) y se dejé incubar
15 minutos. Pasado este tiempo, se afiadid 0,1 mL de Folin, se agité de nuevo y se esperd durante 20
minutos. Una vez se cumplio el tiempo, se midid la absorbancia en un espectrofotémetro Biodrop pLite
(Biochrom, Reino Unido) a 640 nm.
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TUBO BSA (mL) BSA (uL) BSA (ug/uL) H,Od (uL) Biuret(mL) Folin (mL)

1 0 0 0 200 1 0,1
2 0,02 20 0,05 180 1 0,1
3 0,04 40 0,1 160 1 0,1
4 0,06 60 0,15 140 1 0,1
5 0,08 80 0,2 120 1 0,1
6 0,1 100 0,25 100 1 0,1

Tabla 3. Volumenes de disolucidon patrén de proteina utilizados para obtener el coeficiente de
extinciéon molar.

Las absorbancias nos permitieron crear una recta patrén. Se representd la absorbancia obtenida frente
a la concentracién de Albimina de Suero Bovino (BSA). La recta que se obtuvo fue de formay = m:x+n
donde la pendiente (m) corresponde al valor del coeficiente de extincién molar de laBSA (). Con gy
la absorbancia obtenida a partir de la muestra de la proteina, se pudo calcular la concentracién a la
gue se encontraba la proteina segun la ley de Lambert-Beer [Ecuacién 2].

_ Abs
el

(2]

5.7.Electroforesis en condiciones desnaturalizantes.

Las diferentes etapas de purificacion se visualizaron mediante electroforesis de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

5.7.1. Preparacion de los geles de electroforesis.

Se preparo el gel separador al 12% acrilamida/bisacrilamida mezclando 10,7 mL de agua destilada, 7,5
mL de Tris/HCl 1,5 M, pH 8,8, 7,5 mL de acrilamida al 40%, 4 mL de metilen-bisacrilamida al 2%, 0,30
mL de SDS al 10%, 7,5 uL de TEMED (N, N, N’, N'-Tetrametil-etilen-diamina) y 0,11 g de persulfato
amonico disuelto en 505 mL de agua. Se vertid entre los cristales de electroforesis y se anadieron 200
pL de isopropanol para asegurar que el borde del gel quede recto. Una vez gelificado se elimind el
isopropanol y se procedié a preparar la mezcla del gel apilador con 2,8 mL de agua, 1 mL de Tris/HCI
0,5 M, pH 6,8, 1 mL de Tris/HCl 1,5 M pH 8,8, 0,6 ml de acrilamida al 40%, 0,32 mL de metilen-
bisacrilamida al 2%, 0,03 ml de SDS al 10%, 2 uL de TEMED y 0,06 g de persulfato amdnico disuelto en
0,1 mL de agua. Se vertio sobre el gel separador y se puso el peine para definir los pocillos en los que
posteriormente se cargaron las muestras.
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5.7.2. Preparacion de las muestras.

Para la preparacion de las fracciones obtenidas durante la purificacion (PNI, PI, SIN, UN, Ul) se
mezclaron 30 plL de cada muestra, 8 uL de tampdn de carga 4X y 2 uL de 2-B-mercaptoetanol. En el
caso de las fracciones eluidas, se tomaron 15 plL de cada fraccién, (un volumen menor por su alta
concentracion proteica), 5 uL de Tampdn de carga 4Xy 2 uL de 2-B-mercaptoetanol. Del marcador de
peso molecular LWM (Amersham, Buckinghamshire, Inglaterra) se tomaron 7 uL a los que se le
afiadieron 2 plL de 2-B-mercaptoetanol,

5.7.3. Carga de las muestras en el gel de electroforesis.

Todas las muestras antes de ser cargadas en el gel de electroforesis se llevaron a un bafio Precisterm
(Selecta, Espafia) a 80 °C durante 5 minutos y 1 minuto en una gradilla fria a 4 °C. Se agrupé toda la
mezcla mediante centrifugacién rapida (2 s a 10.000 r.p.m) en una centrifuga Spin Plus (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania) y se cargaron en diferentes pocillos del gel de electroforesis de forma que cada
muestra ocupd una calle. El volumen de carga fue variando segun se trataba de las fracciones
obtenidas durante la purificacion o de las fracciones eluidas (Tabla 4). El volumen de estas ultimas fue
menor debido a la alta concentracidn de proteina que tenian.

La electroforesis se llevé a cabo en una cubeta de electroforesis Mini-Protean Ill (BIO-RAD, California,
EE. UU) llenandola hasta la mitad con tampdn de electroforesis 1X (Tampdn Tris-Base 0,025 mM pH
8,3, Glicina 0,192 mM, SDS 0,1%). Se conectd a una fuente de alimentacién Power Pac 300 (BIO-RAD,
California, EE. UU) con un voltaje de 100 V durante aproximadamente 2 horas.

MUESTRA  VOLUMEN DE CARGA (uL)

NI 20

Pl 20

Sl 20

NU 20

Lv 20
FRACCIONES 12,5

MARCADOR 7,5

Tabla 4. Volumen total de las muestras (uL) cargado en el gel de electroforesis. NI; Células no inducidas.
PI; Células inducidas precipitadas. SI; células inducidas sobrenadantes. NU; Proteinas no unidas a la
columna. LV; Lavado de la columna.
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5.8.Preparacion de los agregados de enzima. CLEAs.

Para la inmovilizacidn se utilizaron 20 ulL de proteina libre pura (a una concentracion de 1,19 ug/uL
para la proteina nativa y una concentracion de 1,27 ug/ulL para la proteina mutada) y se diluyé con 80
uL de BSA (10 mg/mL en agua). De este volumen final de 100 ulL, se tomaron 2 ul para la medida de
actividad y otros 2 pl para la cuantificacién de proteina mediante el método de Lowry. Los restantes
96 L se inmovilizaron y se estudiaron en las diferentes condiciones.

Para la inmovilizacidn, primero se utilizé un agente agregante; sulfato de amonio al 78% de saturacion
(4,06 M) en tampdn fosfato pH 6,5 100 mM. Se usé 904 ulL de dicho compuesto que con los 96 plL de
proteina + BSA, se obtuvo un volumen total de 1 mL.

Esta disolucion se agitd levemente y se dejo reposar 24 h a 4 °C. Tras esto, se afiadid el agente
entrecruzante. En este caso se afiadid 400 plL de glutaraldehido 100 mM en cada eppendorf,
obteniéndose una concentracion final de 25 mM de glutaraldehido en cada muestra (volumen de 1,4
mL).

Se mantuvo en agitaciéon a 250 r.p.m durante 30 minutos a temperatura ambiente en un agitador
horizontal Labotron (Infors HT, Basiela, Alemania) con los tubos dispuestos horizontalmente,
cambiando la orientacién de dichos tubos cada 10 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se procedié
a realizar los lavados.

Se llevaron a cabo 3 lavados. Se centrifugd a 4 °C a 14.000 r.p.m. durante 10 minutos en una centrifuga
Spin plus (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Se recogid el sobrenadante (lavado 1) y se analizé la
concentracidn de proteina mediante el método de Lowry. El precipitado se resuspendi6 en 900 pL de
tampodn fosfato pH 6,5 100 mM y se volvid a centrifugar bajo las mismas condiciones. El sobrenadante
obtenido se analizé igualmente (lavado 2) y el precipitado se volvié a resuspender en 900 pL del mismo
tampodn. Se llevé a cabo el tercer lavado, repitiendo el protocolo anterior y analizando el sobrenadante
obtenido (lavado 3).

El precipitado (proteina inmovilizada) se resuspendié en 200 uL de tampdn fosfato pH 6,5 100 mM y
guardd a 4 °C para comenzar a trabajar con él. Se evalud la etapa de precipitacién determinando el
porcentaje de rendimiento segun la ecuacién 3. El proceso de entrecruzamiento se evalué mediante
el cdlculo de la actividad recuperada (%) tal y como se muestra en la ecuacion 4.

Concentraciéon de proteina en el CLEA (mg/mL)

Rendimiento (%) = (

) x 100 (3]

Concentracién inicial de proteina (mg/mL)

(Actividad total de CLEAS)
(Actividad total de enzima libre)

Actividad recuperada (%) = (

) x 100 [4]

Antes de someter la proteina inmovilizada a las diferentes condiciones, se estudié la temperaturay el
pH éptimo de reacciéon de la enzima en su forma libre, ademas de la termoestabilidad y los parametros
cinéticos de la reaccién.
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5.9. Microscopia Electrdnica de Barrido.

Las micrografias electrénicas de barrido realizadas a los CLEAs se registraron utilizando un Microscopio
Electronico de Barrido de Alta Resolucidon de Emision de Campo (FESEM, Field Emission Scanning
Electron Microscope) modelo Zeiss Sigma 300 VP (Zeiss, Oberkochen, Alemania) situado en los
Servicios Técnicos de la Universidad de Almeria. Para preparar las muestras, las soluciones de
XynB2WT-CLEAs o XynB2"%E.CLEAs se extendieron sobre un portaobjetos de microscopio. El
portaobjetos se secd a temperatura ambiente y luego se colocd dentro de una cdmara de desecacion
durante la noche. Después del secado, la muestra se recubrié con oro utilizando un recubridor por
pulverizacién catddica BAL-TEC SCD 005 (BAL-TEC GmbH, Schalksmiihle, Alemania). Se tomaron
fotografias a diferentes aumentos.

5.10. Puesta a punto de las condiciones 6ptimas de actividad para la proteina inmovilizada y la
proteina libre.

5.10.1. Estudio de la temperatura dptima de reaccién; CLEAs vs enzima libre.

Se estudid la actividad de la enzima inmovilizada en CLEAs y de la enzima libre a 4, 10, 20, 25, 30, 40,
50, 55,60, 65, 70, 75, 80, 85 y 90 °C con ayuda de un Termoagitador Thermomixer Comfort (Eppendor
AF, Hamburgo, Alemania).

En el caso de los CLEAS, se aclimaté a cada temperatura el agregado enzimatico en 180 uL de tampdn
fosfato pH 6,5 100 mM durante 1 minuto. Transcurrido el tiempo, se afadieron 20 pL de sustrato p-
NPX 20 mM y se comenzd la reaccidon en agitaciéon constante a 500 r.p.m en un Termoagitador
Thermomixer Comfort (Eppendor AF, Hamburgo, Alemania). Una vez finalizado el tiempo de reaccion
(5 minutos), se centrifugd a 4 °C durante 5 minutos a 14.000 r.p.m en una centrifuga Spin plus
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y se pasé el sobrenadante a un tubo de 1,5 mL nuevo con 200 pL
de carbonato de sodio (Na,COs) 1 M. Este detuvo la reaccidn y estabilizé el color que fue cuantificado
en el espectrofotdémetro BioDrop plite (Biochrom, Reino Unido) a 410 nm y convertidos a valores de
velocidad [Ecuacion 5] (€-xe = 18.000 Mt - cm ).

En el caso de la enzima libre, el protocolo a seguir fue mas sencillo. De una mezcla que contenia 80 pL
de BSA con 20 plL de proteina, se tomaron 2 uLy 178 uL de tampdn fosfato pH 6,5 100 mM. Se aclimaté
a las diferentes temperaturas durante 1 minuto y se comenzd la reaccidén en agitaciéon constante a 500
r.p.m. en un Termoagitador Thermomixer Comfort (Eppendor AF, Hamburgo, Alemania) afiadiendo 20
ul de sustrato (p-NPX 20 mM) y dejandolo reaccionar durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo, se
afiadieron 200 pL de carbonato de sodio (Na,COs) 1 M con fin de parar la reaccién. Los valores de
absorbancia fueron medidos en el espectrofotometro BioDrop plite (Biochrom, Reino Unido) y
convertidos a valores de velocidad [Ecuacion 5] (gp-ne = 18.000 M - cm 2).

Abs/min * Vt
Vel = Abs/min x Vt (5]

& x|
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5.10.2. Estudio del pH 6ptimo de reaccidn; CLEAs vs enzima libre.

Para determinar el pH 6ptimo de las enzimas inmovilizadas, se incubd el agregado proteico en
tampones a diferentes pH’s. Los tampones utilizados fueron; férmico (pH’s 2,35, 2,93, 3,4), acético
(pH’s 4, 4,55, 5, 5,55), fosfato (pH’s 6, 6,5, 6,9), tris (pH’s 7,6, 8,26, 8,76, 9,25) y carbonato (pH 9,93)
todos ellos a una concentracién 100 mM.

Se incubaron los CLEAs con 180 uL de cada tampdn a 4 °C durante 2 horas. Tras este tiempo, se
incubaron a la temperatura éptima 1 minuto y se llevé a cabo la reaccién en agitacién constante tal y
como se describe el apartado anterior.

Con respecto a la enzima libre, se llevé a cabo el mismo protocolo; se tomaron 2 pL de una mezcla de
80 uL de BSA con 20 ulL de proteina y se incubé a los diferentes pH’s a 4 °C. Transcurrido 2 horas de
incubacioén, se llevd a cabo la reaccién a tiempo final, tal y como se describe el apartado anterior.

5.10.3. Estudio de los parametros cinéticos (Km, Vimax, kcat/Km); CLEAS vs enzima libre.

Para determinar los parametros cinéticos, se llevaron a cabo las reacciones a diferentes
concentraciones de sustrato (p-NPX) desde 0 hasta 10 mM en un volumen final de reaccién de 200 L.
En el caso de la proteina inmovilizada, los agregados se resuspendieron en diferentes volimenes del
tampdn segln la tabla 5. Los agregados se incubaron durante 1 minuto a temperatura dptima segun
se trabajé con la proteina mutante o la nativa y se llevé a cabo la reaccion a tiempo final 5 minutos en
un Termoagitador Thermomixer Comfort (Eppendor AF, Hamburgo, Alemania) a 500 r.p.m. Tras este
tiempo, se centrifugd en una centrifuga Spin Plus (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) a 4 °Cy se paré la
reaccién afiadiendo el sobrenadante a otro tubo con 200 uL de carbonato de sodio (Na,CO3) 1 M.

Finalizado el ensayo, el agregado con la proteina inmovilizada se resuspendié en tampdn fosfato pH
6,5 100 mM y se guardo a 4 °C.
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[p-NPX]emM Volo p-NPX (uL) CLEASs + Volrampsn (uL)

0 0 200
0,1 2 198
0,125 2,5 197,5
0,15 3 197
0,175 3,5 196,5
0,2 4 196
0,3 6 194
0,4 8 192
0,5 10 190
0,6 12 188
0,75 15 185

1 20 180
1,25 25 175
1,5 30 170
2 40 160
3 60 140
4 80 120
5 100 100
7,5 150 50
10* 100 100

Tabla 5. Volumenes y concentraciones empleadas para la medida de actividad enzimatica a tiempo
final para la proteina inmovilizada.

En el caso de la enzima libre se afiadié 2 pL de la mezcla de 80 plL de BSA y 20 pL de proteina, el
volumen correspondiente de sustrato para dar la concentracion final requerida y cantidades variables
de tampdn para completar 200 pL, que es el volumen final de la reaccion. Se comenzé la reaccion en
un Termoagitador Thermomixer Comfort (Eppendor AF, Hamburgo, Alemania) a 500 r.p.m. y a
temperatura 6ptima. Tras esto se afiadié 200 pL de carbonato de sodio (Na,COs3) 1 M (Tabla 6).
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[p'NPx]F (mM) VOIO p'N PX (“,L) Volproteina+BSA (“'L) VOITampo’n (HL)

0 0 2 198
0,05 1 2 197
0,1 2 2 196
0,15 3 2 195
0,2 4 2 194
0,3 6 2 192
0,4 8 2 190
0,5 10 2 188
0,6 12 2 186
0,75 15 2 183
1 20 2 178
1,25 25 2 173
1,5 30 2 168
2 40 2 158

3 60 2 138

4 80 2 118
5 100 2 98

6 120 2 78

Tabla 6. Voliumenes y concentraciones empleadas para la medida de actividad enzimatica a tiempo
final para la proteina libre.

5.10.4. Estudio de la termoestabilidad enzimatica; CLEAs vs enzima libre.

Para llevar a cabo este estudio, se incubd el agregado proteico junto con 180 uL de tampdn a pH
Optimo en un Termoagitador Thermomixer Comfort (Eppendor AF, Hamburgo, Alemania) a diferentes
temperaturas (40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 y 90 °C) durante 1 hora. Transcurrido el tiempo, se
incubaron en hielo durante 5 minutos. Se aclimaté durante 1 minuto a temperatura éptima y se inicié
la reaccion afiadiendo 20 plL de sustrato p-NPX 20 mM. A los 5 minutos se centrifugd la mezcla con
actividad enzimatica en una centrifuga Spin Plus (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) a 13000 r.p.m por
5 minutos a 4 °C y se pard la reaccién afadiendo el sobrenadante a 200 uL de carbonato de sodio
(Na,C0O3) 1 M. Se midid la absorbancia a 410 nm al sobrenadante y el precipitado que contenia los
agregados enzimaticos se resuspendié en 200 uL de tampdn fosfato pH 6,5 100 mM y se guardé a 4
°C.
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Para el estudio de la enzima libre se tomaron 2 plL de la mezcla de 80 puL de BSA 'y 20 uL de proteina
puray se incubd durante 1 hora en un Termoagitador Thermomixer Comfort (Eppendor AF, Hamburgo,
Alemania) con 178 uL de tampdn a pH y temperatura correspondiente. Transcurrido el tiempo, se
llevaron las muestras a 4 °C durante 5 minutos, se aclimataron 1 minuto a temperatura dptima y se
llevo a cabo la reaccidén por 5 minutos en un Termoagitador Thermomixer Comfort (Eppendor AF,
Hamburgo, Alemania) a 500 r.p.m. Se pard la reaccién con 200 uL de carbonato de sodio (Na,COs3) 1 M
y se midieron las absorbancias a 410 nm.

5.10.5. Estudio del nimero de ciclos reutilizables de la proteina inmovilizada.

Para determinar el nimero de reacciones que es capaz de soportar el agregado enzimatico
entrecruzado, se llevaron a cabo reacciones sucesivas manteniendo invariables los volumenes vy las
concentraciones de tampdn y reactivo en cada reaccién.

En el caso de los agregados hechos con la enzima mutada, los ciclos se realizaron a su temperatura y
pH dptimos. Se incubd la proteina inmovilizada con 180 pL de tampdn a pH éptimo durante 1 minuto
en un Termoagitador Thermomixer Comfort (Eppendor AF, Hamburgo, Alemania). Transcurrido el
tiempo, se llevo a cabo la reaccidn en agitacion (500 r.p.m) con 20 plL de sustrato p-NPX 20 mM. Tras
los 5 minutos de reaccidn, se centrifugd a 4 °C en una centrifuga Spin Plus (Eppendorf, Hamburgo,
Alemania) durante 10 minutos a maxima potencia (14.000 r.p.m) y se afiadié el sobrenadante a 200 uL
de carbonato de sodio (Na>COs) 1 M.

Para los agregados de la enzima nativa se realizaron ciclos al pH éptimo (pH 5) y también a pH 6,5 que
es el pH 6ptimo de la enzima libre con la finalidad de determinar a qué pH el complejo resiste a un
numero mayor de ciclos.

Los sucesivos ciclos se llevaron a cabo de la misma forma: los CLEAs de la enzima mutante o de la
enzima nativa después de la reaccidn enzimatica, se lavaron con 200 uL del tampdn, se centrifugaron
segun lo descrito anteriormente, descartando el sobrenadante y afiadiendo 180 pL mds de tampdn
para llevar a cabo la siguiente reaccién. Todos los pasos de lavado y centrifugacién se llevaron a cabo
en una camara friaa 4 °C.

De todos los experimentos se realizaron tres réplicas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Purificacion.
6.1.1. Induccion con isopropil-B-D-1-tiogalactopiranédsido (IPTG).

La induccién de proteina nativa B-xilosidasa de Geobacillus stearothermophilus CECT43 (XynB2WT) y
su mutante XynB2"%E se realizd6 como se describe en el punto 5.3. del apartado de Materiales y
Métodos. La concentracidn de inductor utilizada fue de 1 mM de IPTG para la nativa mientras que para
el mutante se hizo con 0,1 mM de IPTG. Los tiempos de induccion estuvieron comprendidos entre 18
y 20 h.

6.1.2. Medida cualitativa de la actividad B-xilosidasa.

Para comprobar la presencia de las proteinas de interés en el extracto celular obtenido tras el sonicado,
se midid su actividad de forma cualitativa tal y como se explica en el subapartado 5.4.1. del apartado
5. de materiales y métodos, esto es, observando la coloracion anaranjada a la que torna una solucién
con sustrato para-nitrofenol-B-D-xilopirandsido (p-NPX) cuando se afiade la enzima.

En todos los casos, tras los 5 minutos de reaccion, se observé como la muestra paso de ser trasparente
a tener un color amarillo anaranjado. Esto ocurre cuando la enzima (nativa o mutante) reacciona con
el sustrato p-NPX, rompiendo el enlace glicosidico existente que une una molécula de xilosa y otra de
para-nitrofenol (p-NP). La aparicién de este ultimo fue el causante de la coloracidn observada tras
finalizar los 5 minutos de reaccion.

6.1.3. Purificacién mediante cromatografia de afinidad a metales inmovilizados.

Se utilizé esta técnica porque, en un anterior experimento, durante el clonaje de los genes que
codifican para las proteinas bajo estudio (XynB2WT y XynB2"%%), se les introdujo una secuencia
nucleotidica que codifica para una cola de 6 histidinas, por lo que las proteinas recombinantes
producidas XynB2WT y XynB2"°%% presentaron una etiqueta de 6 histidinas en el extremo carboxilo
terminal. Al pasar el sobrenadante producto de la lisis celular de las bacterias inducidas por la columna
TALON, solo se pegd de forma especifica las proteinas que tenian la cola de histidina, es decir XynB2WT
y XynBzYSOSE.

Si la expresidn se llevé a cabo correctamente, toda la proteina debié estar soluble y, por lo tanto, estar
presente en el sobrenadante y unida a la matriz. La elucién con imidazol se hizo en 6 fracciones
diferentes cuyas absorbancias fueron medidas a 280 nm. Siguiendo el protocolo descrito en el
apartado 5.4. de este trabajo, se realizaron varias purificaciones para la enzima nativa y mutada, en
concreto 3 para la nativa y 8 para la mutada. Fue necesario un mayor nimero de purificaciones de
XynB2Y°%E debido a que el rendimiento fue sensiblemente menor. Los valores de absorbancia
obtenidos entre las fracciones 1y 5 en la primera purificacién aparecen en la tabla 7.
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Absorbancia a 280 nm
Fraccion 1 Fraccion 2 Fraccion3 Fraccion4 Fraccion 5
XynB2WT 0,11 4,56 10,23 6,65 2,32

XynB2Y30% 0,22 0,51 1,69 1,05 0,31

Tabla 7. Valores de absorbancia medidos a 280 nm correspondientes a las fracciones eluidas obtenidas
a partir de la primera purificacion.

Para evaluar el proceso de expresidn y purificacidn de las proteinas XynB2WT y XynB2"%€ se llevaron
a cabo electroforesis en geles de acrilamida en condiciones desnaturalizante (SDS-PAGE) siguiendo el
protocolo descrito en el subapartado 5.7. del apartado 5. de Materiales y Métodos (Figuras 6y 7).

La figura 6 A muestra las fracciones obtenidas durante la expresion y purificacion de XynB2WT. La calle
1 muestra las células no inducidas donde no se observa ninguna banda en la masa esperada para la
proteina. La calle 2 muestra el precipitado inducido y la calle 3 el sobrenadante inducido antes de pasar
por la columna de cromatografia de afinidad (IMAC). En esta ultima calle es posible observar una banda
definida que se ubica por encima de la banda de 67 kDa del marcador de masa molecular y que
corresponde a la proteina XynB2WT. Las calles 4 y 5 corresponden a las proteinas no unidas (NU) y
lavado de la columna (LV), las cuales no contienen la proteina de interés. Finalmente, las calles 6 a 9
correspondientes a las fracciones nimero 1, 2, 3 y 4 provenientes de la elucién con imidazol 150 mM
muestran una unica banda por encima de 67 kDa sugiriendo que la purificacidn de XynB2WT fue
exitosa. Como ultimo paso, las fracciones de las calles 7, 8 y 9 se unieron para eliminar el imidazol y su
posterior concentracion. El gel B de la Figura 6 se muestra la pureza de la proteina concentrada libre
de imidazol (Calle 13) donde solo se ve una banda entre los marcadores 94 y 67 kDa que corresponde
a XynB2WT. La calle 12 corresponde al agua obtenida de la ultrafiltracidn después de dializar y
concentrar la proteina. La ausencia de bandas confirma el éxito de esta etapa. La proteina pura,
concentrada y libre de imidazol se alicuotd y se congelé a -20 °C hasta iniciar el protocolo de
inmovilizacion.

En la figura 7 se muestran las electroforesis resultantes después de cargar las diferentes muestras de
la expresién y purificacién por IMAC de la proteina mutada, la XynB2Y°%€, En este caso, la muestra del
sobrenadante inducido se corresponde con la calle 2, mientras que el precipitado inducido se muestra
en la calle 3. Las muestras de proteinas no unidas a la columna y el lavado de la columna se
corresponden con las calles 4 y 5 respectivamente. Las fracciones eluidas se muestran en las calles 6,
7,8y 9, donde es posible apreciar una banda intensa situada entre los marcadores de 94 y 67 kDa que
se corresponde con XynB2Y50%,

Las calles 10, 11 y 12 del panel B de la figura 7, corresponden al marcador, la proteina XynB2Y°0%

purificada, dializada y concentrada tras pasar por la columna de ultrafiltracidn y el agua de filtrado
después de la ultrafiltracidn realizada respectivamente. La presencia de una Unica banda en la proteina
concentrada confirma lo exitoso de esta etapa. La proteina pura, concentrada y libre de imidazol se
congeld a -20 °C hasta iniciar el protocolo de inmovilizacidn.
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Figura 6. Gel de electroforesis SDS-PAGE de la proteina XynB2WT purificada. (A); Calle 1: células no
inducidas (NI), calle 2: células inducidas precipitadas (Pl), calle 3: sobrenadante inducido (Sl), calle 4:
proteinas no unidas a la columna (NU), calle 5: lavado de la columna (LV), calles 6 a 9: fracciones 1, 2,
3y 4 eluidas de XynB2WT con imidazol 150 mM, calle 10: marcador de masa molecular (B); Calle 11:
marcador de masa molecular (LWM), calle 12: agua de ultrafiltracién, calle 13: XynB2WT concentrada.

(8) 10 11 12

Figura 7. Gel de electroforesis SDS-PAGE para XynB2"%%E, (A); Calle 1: marcador de masa molecular
(LWM), calle 2: sobrenadante inducido (SI), calle 3: precipitado inducido (PI), calle 4: proteinas no
unidas a la columna (NU), calle 5: lavado de la columna (LV) calle 6 a 9: fracciones 2, 3, 4 y 5 eluidas de
XynB2Y°%€ con imidazol 150 mM. (B); Calle 10: marcador de masa molecular (LWM), calle 11: XynB2">%%¢
concentrada, calle 12: agua de ultrafiltracion.
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6.2. Cuantificacion de proteina.

6.2.1. Cuantificacidn de proteina purificada mediante la herramienta ProtParam.

La cuantificacion de la proteina, tanto nativa como mutante, obtenida en las diferentes purificaciones,
se realizé tras la unién de las mismas. Asi para la proteina nativa se unieron las fracciones que
presentaron una mayor absorbancia en cada una de las 3 purificaciones y para la mutada, las fracciones
de mayor absorbancia de las 8 purificaciones. Siguiendo el protocolo descrito en el apartado 5.5. de
Materiales y Métodos, para XynB2WT se obtuvo un total de 12 mL de proteina purificada con una
absorbancia de 1,62 medida a una longitud de onda de 280 nm. La concentracidon de XynB2 nativa se
estimé en 12 uM (Tabla 8).

Con respecto a XymB2Y°%t, se obtuvieron 9,2 mL de proteina pura con una absorbancia de 2,44 a 280
nm, lo que corresponde a una concentracion de 18 uM (Tabla 8).

s g Absorbancia de Concentracion de Concentracion de
Concentracion final , , . . , , .
Proteina de Imidazol (mM) la proteina proteina tedrica proteina tedrica
(280 nm) (uM) (ng/pL)
XymB2WT 0,31 1,62 12 0,97
XymB2Y50%E 0,31 2,44 18 1,45

Tabla 8. Resultados obtenidos a partir de la purificacién en una columna de ultrafiltracién.

Para obtener los valores de concentracidn de las proteinas, tanto nativa como mutante, recogido en
la tabla 8, se realizé lo explicado en el subapartado 5.6. de materiales y métodos. Para ello se hizo uso
del coeficiente de extincion molar de cada proteina obtenido a partir de su secuencia aminoacidica,
con la herramienta bioinformatica ProtParam (Gasteiger y col., 2005) siendo 136.710 M*-cm™ para la
proteina nativa y 135.970 Mt-cm™ para la mutada. Con esto ultimo se calculé la molaridad (Tabla 8) y
con el peso molecular del monémero (80.654,8 g/mol para la proteina nativa y 80.620,7 g/mol para la
mutada) se pudo calcular la concentracion en ug/ulL de proteina purificada (Tabla 8).

6.2.2. Cuantificacidn de proteina purificada segin el método de lowry.

Dado que en la preparacion de los CLEAs de las dos formas enzimaticas bajo estudio se utilizo la
albumina de suero bovino (BSA) como proteina coagregante, fue necesaria cuantificar la cantidad de
proteina purificada también por un método colorimétrico. A esta cuantificacion se le llamé ‘célculo de
la concentracion de proteina experimental’ y se hizo siguiendo el protocolo explicado en el
subapartado 5.6.2. del apartado 5 de Materiales y Métodos.

Se elabord una recta patrén utilizando concentraciones crecientes de BSA (0,5 mg/mL). Se tomaron 25
pL de proteina, tanto nativa como mutante, junto con 175 plL de agua destilada y se trataron con los
reactivos utilizados en el método de Lowry (subapartado 5.6.2.) La concentracion de XynB2WT
purificada segin este método fue de 14,73 UM mientras que la de XynB2Y°%t fue de 15,73 uM (Tabla
9). Estos valores son similares a los obtenidos por la cuantificacion haciendo uso del coeficiente de
extincion molar de las proteinas del apartado anterior. Finalmente, este método también confirma
que se purificd mayor cantidad de proteina mutante que de la nativa.
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Factor de

Absorbancia Recta [Proteina] dilucién [Proteina] [Proteina]
(640 nm) patrén ¢ (ng/pL) (F.D) (ng/pL) - FD (1M)
XymB2WT 0,34 y=2,29x 2,29 0,15 8 1,19 14,73
XymB2Y50% 0,34 y=2,15x 2,15 0,16 8 1,27 15,73

Tabla 9. Resultados obtenidos a partir de la cuantificacién de proteina purificada por el método de
Lowry.

6.3.Preparacion de los CLEAs de XynB2WT y XynB2Y50%¢

En el contexto de las posibles aplicaciones industriales de las enzimas inmovilizadas como CLEAs, los
pardmetros de tamano y morfologia de las particulas son propiedades importantes, ya que podrian
influir directamente en la transferencia de masa vy la filtrabilidad durante sus condiciones operativas.
Normalmente, el tamafio de particula de un CLEA varia entre 0,1 y 200 um (Velasco-Lozano y col.,
2016). Los principales factores que determinan el tamafio de los CLEAs son la cantidad de enzima vy la
concentracidén del reticulante. Asi la modificacién de ambos pardmetros ha permitido producir CLEAs
de mas de 50 nm completamente funcionales (Yu y col., 2006).

Dado que en el entrecruzamiento de moléculas enzimaticas agregadas implica, en gran medida, la
reaccion del glutaraldehido con grupos amino reactivos de residuos de lisina en la superficie de la
enzima, la naturaleza de la enzima en términos de este contenido de residuo podria afectar la
inmovilizacion mediante la técnica de los CLEAs (Talekar y col., 2013). Para proteinas con bajo
contenido de residuos de lisina, Shah y col., (2006) sugieren la coagregacion con ciertas proteinas ricas
en este residuo como la albumina de suero bovino (BSA). En ese sentido las enzimas bajo estudio se
mezclaron con BSA en una proporcion cercana a la relacion 1:30 previo a su precipitaciéon vy
entrecruzamiento.

La concentracion de reticulante también es importante para determinar la morfologia y, por tanto, las
propiedades cataliticas de los CLEAs. Se conoce que aumentar en gran medida la concentracion de
agente entrecruzante puede originar CLEAs grandes, de grano grueso y con menos cavidades (Talekar
y col., 2013). Como resultado, las limitaciones internas de transferencia de masa vy, por lo tanto, la
disminucién de la actividad catalitica, son inevitables a altas concentraciones del reticulante. En ese
sentido los CLEAs de XynB2WT o XynB2Y°%t fueron preparados a una concentracion de glutaraldehido
relativamente baja (25 mM) (ver subapartado 5.8. del apartado 5 de materiales y métodos).

Las figuras 8 y 9 corresponden a las micrografias electrénicas de los CLEAs de XynB2WT y XynB2Y50%

respectivamente. En ambos casos la morfologia de los CLEAs formados es muy similar a los "agregados
quimicos clasicos" descritos en la literatura (Schoevaart y col., 2004, Shan y col., 2006, Talekar y col.,
2013, Velasco-Lozano y col., 2016). De acuerdo con su morfologia, los CLEAs pueden ser clasificados
en tipo 1 y tipo 2. Los agregados de tipo 1 aparecen como estructuras de grano fino con muchas
cavidades, mientras que los agregados de tipo 2, son estructuras de grano grueso con menos
cavidades. Ademas, la forma del tipo 1 es esférica mientras que los del tipo 2 son ligeramente
irregulares y de menor tamano.
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300 nm EHT = 3.00kV Signal A = SE2

WD = 4.0 mm Mag = 3000KX Vacuum Mode = High Vacuum UAL ﬁ

Figura 8. Imagen de microscopia electrénica de barrido (FESEM) de los CLEAs de XynB2WT
preparados a 25 mM de glutaraldehido a 30.000 de aumento.

300 nm FHT = 3.00kV Signal A = SE2
|—| WD = 40mm Mag = 3000KX Vacuum Mode = High Vacuum UAL

Figura 9. Imagen de microscopia electrénica de barrido (FESEM) de los CLEAs de XynB2Y>%%
preparados a 25 mM de glutaraldehido a 30.000 de aumento.
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Teniendo en cuenta las caracteristicas generales de morfologia de los CLEAs, podemos sugerir que los
agregados de XynB2WT y XYNB2Y°%E en presencia de BSA se parecen mas a los del tipo 1. Respecto al
tamafio de las particulas se tuvo que éstas fueron mds homogéneas para XynB2WT que para el
mutante XynB2Y°%¢, Los tamafios determinados para las “esferas” de XynB2WT fueron alrededor de
50 nm, mientras que los de XynB2"°%°€ variaron desde 40 hasta 75 nm. Si se compara este tamafio de
los agregados respecto a lo descrito en la bibliografia se encuentra que son bastante pequefios. Mas
especificamente los CLEAs de XynB2Y°%t preparados en este trabajo son 13 veces mas pequefios que
los descritos por Romero y col. en 2021. Esta diferencia en tamafio podemos atribuirla a la naturaleza
de la muestra entrecruzada y a la concentracién y tiempo del agente entrecruzante empleado. La
muestra entrecruzada fue una mezcla de XynB2"°%% con BSA en una relacién de 1:30 mientras que la
concentracién de glutaraldehido fue del doble (25 mM) pero solo durante 30 min. Estos resultados
sugieren que 30 min como tiempo de reaccidn de entrecruzamiento no fue suficiente para completar
la reaccidn de nucleacidn de los agregados entrecruzados.

6.4.Caracterizacion del procedimiento de preparacion de los CLEAs.

El procedimiento de preparacidn de los CLEAs de XynB2WT y XynB2"%F involucré las etapas de
precipitacién y entrecruzamiento. La etapa de precipitacion se evalud determinando el parametro del
porcentaje del rendimiento de la agregacién tal y como se explica en el subapartado 5.8 del apartado
5 de materiales y métodos [Ecuacién 3].

Para calcular este parametro fue necesario determinar la posible pérdida de proteina en los diferentes
lavados realizados. La cuantificacién de proteina en la muestra inicial, asi como en las diferentes etapas
se hizo siguiendo el método de Lowry. Se analizaron las tres aguas de lavado, midiéndose las
absorbancias a 640 nm y transformando a concentracidon estos valores gracias a la recta patrén de BSA.
Los valores de concentracion y cantidad de proteina inicial y de los lavados de los CLEAS fueron
recogidos en la tabla 10. La concentracién de proteina en el CLEA se calculé restando a la cantidad
inicial, las cantidades de proteina presente en los lavados.

XynB2WT/BSA XynB2Y50%E/BSA

mg/mL mg mg/mL mg

XynB2+BSA inicial* 8,24 0,82 8,25 0,82
Lavado 1** 0,34 0,48 0,30 0,42
Lavado 2** 0,06 0,08 0,06 0,08
Lavado 3** 0 0 0 0

Proteina en CLEA*** 1,47 0,26 1,81 0,32

*El volumen de la muestra fue de 100 pL. ** El volumen de la muestra fue 1,4 mL. *** El volumen en
el que se resuspendid el CLEA fue 180 pL.

Tabla 10. Datos obtenidos para el cdlculo del rendimiento de la proteina durante la etapa de
agregacion y entrecruzamiento. Cuantificacion mediante el método de Lowry de la concentracién
(mg/mL) de proteina y célculo de la cantidad de proteina (mg) presente en cada uno de los lavados
realizados durante la obtencion de los CLEAs.
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El rendimiento calculado fue del 18% para la enzima nativa y del 22% para la enzima mutada. Por lo
tanto, segln los resultados obtenidos, hay entre un 78 y 82% de pérdida de proteina en los lavados lo
gue podria ratificar la propuesta de que 30 min de entrecruzamiento no es suficiente para la accién
del agente entrecruzante sobre los agregados precipitados.

La evaluacion del proceso de entrecruzamiento se realizd con el calculo de la actividad recuperada
segun lo explicado en el subapartado 5.8. del apartado 5. de materiales y métodos [Ecuacidén 4].

Para ambas proteinas inmovilizadas, se llevé a cabo la reaccidn enzimatica con p-NPX y se midié la
absorbancia a 410 nm que luego se transformé en actividad. Este resultado se dividié entre la actividad
total de la enzima libre (Tabla 11).

Actividad total CLEAs Actividad total enzima libre Actividad recuperada

(V) (V) (%)
XynB2WT 8,70 20,43 43
XynB2Y50% 5,84 16,96 34

2Y509E

Tabla 11. Datos de actividad recuperada para la proteina XynB2WT y XynB

Se puede observar en la tabla 11 que el porcentaje de actividad recuperada para los CLEAs de XynB2WT
fue del 43% mientras que para los CLEAs de XynB2Y°%*t fue de 34%. Estos valores relativamente bajos
confirman la pérdida de proteina total (XynB2+BSA) tras los lavados. Sin embargo, estos resultados de
actividad parecen evidenciar que se pierde mas BSA que XynB2, ya que la actividad recuperada es
mayor que el porcentaje de proteina retenida en los CLEAs tras los lavados.

6.5.Estudio de la temperatura 6ptima de reaccién; CLEAs vs enzima libre.

En los estudios de caracterizacion Bioquimica de las enzimas libre e inmovilizada de XynB2, en términos
generales se ha determinado que la velocidad de reaccidn es 10 veces superior en la proteina libre
respecto a la inmovilizada, tanto para la proteina nativa como para la mutada.

6.5.1. Enzima nativa.

Se llevaron a cabo tres repeticiones para el estudio de la enzima libre e inmovilizada en CLEAs a las
temperaturas marcadas en el subapartado 5.10.1. del apartado 5. de materiales y métodos.
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Figura 10. Representacion grafica de la velocidad de reaccion de XynB2WT libre (0) y de XynB2WT
inmovilizada (e) a diferentes temperaturas.

En la figura 10, se puede observar que la temperatura dptima de reaccién de la enzima nativa libre es
de 75 °C, lo cual es 5 °C mayor a lo reportado por Contreras y col. en 2008. Para la enzima nativa
inmovilizada la temperatura 6ptima de reaccidén fue de 65 °C. A pesar de esta disminucién en la
temperatura dptima de la enzima inmovilizada, esta presenté actividad en un mayor rango de
temperaturas (55 - 80 °C) respecto a la enzima nativa, poniendo de manifiesto que la inmovilizacidn
estabiliza el sistema térmicamente, como también informaron Romero y col., (2021) con CLEAs hechos
de la enzima mutada. La curva que representa la actividad de la enzima inmovilizada muestra una
pendiente sensiblemente mas suave. Este hecho en la proteina inmovilizada también fue reportado
en 2014 por Torabizadeh y col., en la inmovilizacidn de la a-amilasa de B. licheniformis como CLEAs.

6.5.2. Enzima mutada.

Aligual que en el caso anterior, se llevaron a cabo tres repeticiones para el estudio de la enzima mutada
libre. Respecto a la enzima mutada inmovilizada, se realizaron 3 repeticiones y se midio la absorbancia
del primer ciclo de cada repeticion (subapartado 5.10.1.). Los valores de absorbancia se transformaron
en velocidad y se representaron graficamente (Figura 11).

El efecto de la temperatura en la actividad B-xiloxidasa segun lo representado en la figura 11 muestra
que, la temperatura dptima de reacciéon para la enzima mutante en su forma libre es de 55 °C,
igualmente para la enzima inmovilizada. Resultados similares se encuentran reportados en Romero y
col., (2021), que concluyeron una misma temperatura éptima de reacciéon para ambas formas de la
enzima.
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Figura 11. Representacién grafica de la velocidad de reacciéon de XynB2"™% libre (o) y de XynB2"*%%
inmovilizada (e) a diferentes temperaturas.

6.6.Estudio del pH dptimo de reaccién; CLEAs vs enzima libre.

6.6.1. Enzima nativa.

Se realizaron tres repeticiones de medidas de actividad de la enzima libre e inmovilizada a los pH
descritos en el subapartado 5.10.2. del apartado 5. de materiales y métodos. Los resultados obtenidos
para la enzima nativa libre e inmovilizada se muestran representados en la figura 12. La enzima nativa
en su forma libre presenta un pH éptimo de 6,5 tal y como ha sido reportado por Contreras y col.,
2008. Sorpresivamente se encontrd que la enzima nativa inmovilizada presentd un pH éptimo de 5, de
hecho, a pH 6,5 que es el pH éptimo para la enzima libre, la actividad, para la inmovilizada, es un 30%
menos. La disminucién del pH éptimo de la enzima nativa inmovilizada de 1,5 unidades de pH respecto
a la enzima libre podria reflejar algun efecto de la inmovilizacion sobre el comportamiento acido-base
de la enzima. Resultados similares obtuvieron Charoenwongpaiboon y col., (2019), que, mediante una
caracterizacién bioquimica, estudiaron el efecto del pH en la enzima mutada R483A-Lrinu, en su forma
libre e inmovilizada, observando un pH éptimo ligeramente mas adcido en R483A-Lrinu-CLEA.
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Figura 12.
XynB2WT inmovilizada (e) en funciéon del pH.
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6.6.2. Enzima mutada.

Se realizaron tres réplicas tanto para la enzima libre como para lainmovilizada. La actividad enzimatica
de la enzima mutada se estudié a valores de pH a partir de 4 ya que, hasta ese valor de pH no se
observé actividad. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 13.
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Figura 13. Representacion grafica de la velocidad de reaccién enzimética a diferentes pH de XynB2"°%¢
libre (0) y de XynB2Y°%€ inmovilizada (e).

Como se puede observar en la figura 13, el valor de pH dptimo para la enzima mutada libre es de 6
mientras que para la enzima inmovilizada la mayor actividad se observé a pH 6,5. La enzima
inmovilizada presenté mayor actividad a pH mas alcalino que la enzima libre. Resultados similares
fueron obtenidos por Romeroy col., (2021), al estudiar el pH 6ptimo para esta misma enzima mutante.

En general, la inmovilizacién enzimatica mejora la estabilidad de la enzima mutada permitiendo que
ésta tenga actividad a valores de pH en los que la enzima libre no la presenta. Asi en la figura 13 se
puede apreciar como a partir del pH dptimo, la actividad cae mds rdpidamente en el caso de la proteina
libre en comparacién con la inmovilizada, poniendo de manifiesto la estabilizacién de la enzima. De la
misma forma, Yu y col., (2013) en un estudio de inmovilizacién de epéxido hidrolasas de judia mungo
observaron que los CLEAs de epdxido hidrolasas eran estables en un rango mds amplio de pH que la
enzima libre.

6.7. Estudio de los parametros cinéticos (Km, Vmax, Kcat/Km); CLEAS vs enzima libre.

Para este estudio, se tuvo en cuenta las condiciones dptimas de reaccidén de pH y temperatura descritas
en los subapartados 6.5. y 6.6. de este mismo apartado y que estan recogidas en la tabla 12.
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Condiciones 6ptimas pH  Temperatura (°C)

Enzima Libre o 75
XynB2WT Inmovilizada 5 65
Enzima Libre ° >
XynB2Y50% Inmovilizada 6,5 55

Tabla 12. Condiciones 6ptimas de pH y temperatura para XynB2WT y XynB2Y°%t en su forma libre e
inmovilizada.

Los parametros cinéticos obtenidos o calculados fueron la velocidad maxima (Vmax), la constante de
disociacion de Michaelis (Kw), la constante catalitica (kcat) v la constante de especificidad (kcat / Km).

La Vmax Y la Km se obtuvieron a partir de los coeficientes mostrados en el ajuste hiperbdlico realizado
usando SigmaPlot (versidon 12.0) al representar la velocidad enzimatica frente a la concentracion
creciente de sustrato. La k..t se define como el valor de Vmax partido la concentracién de catalizador
presente en la reaccién. Por ultimo, la eficiencia catalitica se calculd dividiendo la ket entre la K.

Conocer el parametro k..t para las enzimas libres e inmovilizadas requiere conocer la concentracion de
enzima utilizada en el ensayo. La concentracién de las proteinas XynB2WT y XynB2Y°%%t utilizadas para
preparar la mezcla de inmovilizacidn fue de 1,19 pg/ulL para la nativa y de 1,27 pg/uL para la mutada
(Tabla 9). Dada que la mezcla utilizada para inmovilizar contenia 20 pL de proteina y 80 pL de BSA (10
mg/mL), fue posible conocer que la concentracion total de proteina que se utilizé para elaborar los
CLEAs fue de 8,24 pg/ulL en la nativa y 8,25 pg/uL en la mutada (Tabla 10).

Tras los lavados de los CLEAs, disminuyd la cantidad de proteina por lo que la concentracién de
proteinas en los CLEAs producidos fue de 1,47 pg/uL para la nativay 1,81 pg/ulL para la mutada (Tabla
10). Sabiendo que se tomé 2 ulL para el estudio de la enzima libre y 96 ulL para el de la enzima
inmovilizada y que la proporciéon de BSA es 30 veces mayor que la de proteina, se calculd la
concentracién de catalizador en la reaccidn haciendo posible, por lo tanto, calcular los parametros
cinéticos para cada enzima (Tablas 13 y 14).

6.7.1. Enzima nativa.

XynB2WT libre se estudid a concentraciones de sustrato p-NPX que oscilaron entre 0 y 6 mM (ver tabla
6 del apartado 5.10.3.). Se realizaron tres repeticiones del ensayo, obteniéndose los resultados
representados en la figura 14.

La enzima nativa inmovilizada precisé estudiar la actividad enzimatica a valores superiores de
concentracién de sustrato, llegando hasta 10 mM segun se muestra en la figura 14.
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Figura 14. Estudio de la velocidad de hidrélisis del sustrato p-NPX de la enzima nativa libre (0) y para
la enzima nativa inmovilizada (e)

Los pardmetros cinéticos para la enzima nativa libre e inmovilizada que se obtuvieron, se recogen en
la tabla 13.

XvnB2WT Vimax Km concentracion de catalizador en la keat Keat/Km
¥ (wmol/min) (mM) reaccion (umol) (sY) mM?.s?
Libre 0,02 2,44 6,82 -10° 48,88 20,03
CLEA 0,07 3,86 1,12 -10* 10,41 2,70

Tabla 13. Parametros cinéticos de XynB2WT libre e inmovilizada.

El valor de Kn, de la enzima libre resultd ser menor que el de la enzima inmovilizada, lo que demuestra
que la interaccion del sustrato con la enzima cuando ésta esta libre es ligeramente mayor. El
incremento del valor de Kn de XynB2WT-CLEAs puede ser parcialmente atribuido a la existencia de
resistencia en la transferencia de masa entre el sustrato y la enzima inmovilizada, asi como a la menor
libertad conformacional de la B-xilosidasa causada por la reticulacién y la adicion de BSA. El aumento
en el valor de Kn, de la enzima inmovilizada también se ha observado previamente para otras enzimas
inmovilizadas como CLEAs (Dong y col., 2010; Liy col., 2015; Xu y col., 2020).

La eficiencia catalitica k.t para la enzima libre resulté de 49 s, un valor intermedio a lo reportado por
Bravman y col., 2001 (14,6 s*) y por Contreras y col., 2008 (107 s). Segln la tabla 13, la ket de la
enzima nativa inmovilizada fue de 10,41 s provocando que la eficiencia catalitica de la enzima
inmovilizada sea menor a la enzima libre. Esta disminucidn en la eficiencia catalitica puede deberse a
la diferencia de concentracién de proteina utilizada en la reaccion de enzima libre e inmovilizada,
siendo la enzima libre casi 20 veces menor.
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6.7.2. Enzima mutada.

XynB2Y°% tanto libre como inmovilizada se estudié a concentraciones de sustrato de entre 0y 5 mM.
Se realizaron tres repeticiones del ensayo, obteniéndose los resultados representados en la figura 15.
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Figura 15. Estudio de la velocidad de hidrdlisis del sustrato p-NPX para la enzima mutada libre (O0) y
para la enzima mutada inmovilizada (e)

Los pardametros cinéticos para la enzima mutada obtenidos como se explica en el subapartado 6.7. de
este mismo apartado, se recogen en la tabla 14.

XvnB2Y50% Vimax K Concentracion de catalizador en la Kcat Keat/Km
y (umol/min) (mM) reaccion (umol) (s?) mM?t.s?
Libre 0,01 2,13 6,82 -10° 24,43 11,47
CLEA 0,04 3,53 1,36 -10* 4,90 1,39

Tabla 14. Pardmetros cinéticos correspondientes a XynB2"°% |ibre e inmovilizada.

La Km del mutante libre fue de 2,13 mM, un valor similar a lo reportado previamente para esta forma
enzimatica por Huangy col., 2014 y Romeroy col., 2021. El valor de K cuando se inmovilizé el mutante
aumento de 2,13 mM a 3,53 mM, este aumento puede atribuirse como en el caso de la forma nativa
inmovilizada, a una reduccién en la accesibilidad del sustrato debido al entrecruzamiento tal y como
ha sido reportado para muchas otras enzimas inmovilizadas como CLEAs. La eficiencia catalitica del
mutante inmovilizado también fue menor a su forma libre debido la diferencia de concentracidn de
proteina utilizada en la reaccidn de enzima libre e inmovilizada, siendo la enzima libre casi 25 veces
menor.
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6.8. Estudio de la termoestabilidad enzimatica; CLEAs vs enzima libre.

Aungue los parametros cinéticos determinados para las dos formas inmovilizadas sugieren una pérdida
de la eficiencia catalitica debido a la inmovilizacidn, se quiso estudiar si la inmovilizacion de las enzimas
aumenta su resistencia a la temperatura. Las reacciones enzimaticas para el estudio de la
termoestabilidad se llevaron a cabo a las temperaturas y pH dptimos para cada enzima (Tabla 12). Se
incubd el agregado proteico con 180 plL de tampdn dptimo durante 1 hora a diferentes temperaturas
y se llevé a cabo la reaccidn siguiendo el protocolo descrito en el subapartado 5.10.4. del apartado 5.
de materiales y métodos.

6.8.1. Enzima nativa.
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Figura 16. Estudio de la termoestabilidad para XynB2WT libre (lado izquierdo del eje de ordenadas) (o)
y para XynB2WT inmovilizada (lado derecho del eje de ordenadas) (e).

En la figura 16 se muestran las dos curvas obtenidas para la enzima nativa en su formas libre e
inmovilizada en los CLEAs, donde se observa que ambas formas enzimaticas son termoestables hasta
pasados los 70 °C. A partir de aqui, la actividad enzimatica comenzé a disminuir a medida que
aumentaba la temperatura de incubacidén. La enzima libre muestra una transicién con un punto medio
(Tm) de 77,1 °C, lo cual estd en correspondencia con lo reportado por Contreras y col., 2008 (77 °C). La
curva de la enzima nativa inmovilizada en CLEAs muestra una transicion que comienza antes, con un
punto medio a menor temperatura. La T, para la enzima nativa inmovilizada resulté ser de 73,2 °C, es
decir casi 4 °C menos que la observada para la enzima nativa en su forma libre. Este resultado sugiere
que la inmovilizacién en CLEAs no mejora la estabilidad térmica de la B-xilosidasa bajo estudio.
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6.8.2. Enzima mutada.
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Figura 17. Estudio de la termoestabilidad para la enzima mutada libre (lado izquierdo del eje de
ordenadas) (O0) y para la enzima mutada inmovilizada (lado derecho del eje de ordenadas) (e).

Para el caso de la XynB2"*E|ibre se encontrd una Ty, de 62 °C (Figura 17). Este pardmetro es la primera
vez que se reporta para este mutante. Huang y col en 2014 reportaron que la enzima pierde mas del
80% de su actividad después de ser incubada 1 h a 65 °C, por lo que el valor de T, obtenido en este
TFG esta en concordancia. El valor de Ty, para el mutante inmovilizado fue de 63 °C, por lo que se puede
indicar que en el caso del mutante la inmovilizacidn si le protege de la inactivacién térmica. Este ultimo
resultado estd en concordancia con lo reportado por Romero y col., 2021 donde vieron que a 70 °C
XynB2Y5%E CLEA se mantuvo estable mientras que XynB2Y°%*t |ibre perdi6 hasta el 80% de actividad a
esta temperatura.

6.9. Estudio del nimero de ciclos reutilizables de la proteina inmovilizada.

Una de las principales ventajas de cualquier método de inmovilizacidon es que permite tener una
preparacidn enzimatica reutilizable. En nuestro caso, dado que la inmovilizacidn realizada no produjo
un aumento en la resistencia térmica y quimica de las dos enzimas bajo estudio, quisimos evaluar la
estabilidad operacional de los CLEAs a través de sucesivos ciclos de reutilizacion.

6.9.1. Enzima nativa.

La figura 18 muestra la caida de la actividad de los CLEAs de la enzima nativaa pH 5y pH 6,5. Se hizo a
estos dos pH’s ya que el pH éptimo de la enzima nativa libre fue de 6,5 mientras que la de su forma
inmovilizada fue 5. Se observa que el primer ciclo del CLEAs a pH 5 presentd mas actividad que cuando
se hizo a pH 6,5 lo cual ratifica el resultado de que el pH 6ptimo de la enzima nativa inmovilizada es de
5. De forma general se puede observar que la actividad de la enzima inmovilizada independientemente
del pH disminuye mientras el numero de ciclos de relso aumenta. Esta pérdida de actividad puede ser
principalmente atribuida a los lavados y centrifugacion realizados para preparar al catalizador para un
nuevo ciclo de actividad tal y como ha sido reportado por Li y col., (2015) que del mismo modo
observaron una bajada de actividad catalitica al lavar y centrifugar los CLEAs de Bgall-3.
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Figura 18. Estudio del nimero de ciclos reutilizables para XynB2WT inmovilizada. Los blancos (0) se
corresponden a la actividad medida a pH 6.5. Los puntos negros (®) corresponden a la actividad medida
apHS5.

Si se hace un analisis mas detallado de la caida de la actividad, se puede concluir que los CLEAs a pH
6,5 son mas estables que a pH 5. En ese sentido se puede observar que en el ciclo n° 5, el porcentaje
de la actividad relativa del CLEA a pH 6,5 fue del 78% mientras que a pH 5 fue del 73%. En el ciclo
numero 10 esta diferencia se aprecia mejor, ya que la actividad relativa a pH 6,5 fue de 50% mientras
qgue a pH 5 fue solo del 25%. El hecho de que el CLEAs a pH 6,5 mantenga un 50% de su actividad
después de diez ciclos de reutilizacidn confirma su elevada utilidad en futuras aplicaciones
biotecnoldgicas de esta enzima, en comparacién a la enzima libre, que, si bien es mas activa, solamente
puede ser utilizada una Unica vez. Ademas de esta circunstancia, indicar que el producto de la reaccién
puede ser separado del biocatalizador inmovilizado de una forma mds sencilla que si se utiliza una
proteina libre en la reaccién.

6.9.2. Enzima mutada.

La actividad de los diferentes ciclos de reutilizacion para los CLEAs de XynB2Y°%t se estudié a pH 6,5,
segln lo explicado en el subapartado 5.10.5. del apartado 5. de materiales y métodos. En la figura 19
se puede observar un comportamiento similar a lo observado para los CLEAs de la enzima nativa, ya
que la actividad disminuye conforme aumentan los ciclos. En el ciclo 5, la actividad es de un 72%
respecto a la actividad del primer ciclo, mientras que en el ciclo 10, la actividad cae hasta un 42%, lo
cual es un 18% menos que lo reportado por Romeroy col. 2021 para CLEAs preparados con esta misma
forma enzimatica. El que en este TFG se obtenga una pérdida mayor de la actividad en el ciclo 10,
puede deberse al hecho que los CLEAs producidos en este trabajo son trece veces mas pequefios, lo
cual afecta a la transferencia de masa durante la reaccidn catalitica y a la recuperacion tras cada ciclo
de reutilizacién.
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Figura 19. Estudio del nimero de ciclos con lavado reutilizables para XynB2"°%¢ inmovilizada.
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7. CONCLUSIONES

En el presente estudio, se han purificado a homogeneidad y de forma activa las enzimas
recombinantes B-xilosidasa de Geobacillus stearothermophilus en su forma nativa (XynB2WT) y
mutada en el aminodcido tirosina 509 por un acido glutamico (XynB2Y3%E),

Se han inmovilizado ambas enzimas mediante la técnica de agregados enzimaticos entrecruzados
(CLEAS). La técnica de Microscopia Electrénica de Barrido ha evidenciado la homogeneidad de la
muestra con agregados de pequeiio tamafio. Esto puede ser debido al corto periodo de
entrecruzamiento con el agente glutaraldehido.

Los biocatalizadores producidos mostraron una elevada pérdida de proteina, aunque el porcentaje
de actividad recuperada fue sensiblemente mayor.

Los biocatalizadores inmovilizados mostraron caracteristicas bioquimicas similares a las enzimas
libres, en cuanto a los parametros éptimos de reaccidn y termoestabilidad. Por el contrario, la
eficiencia catalitica de los agregados fue significativamente menor que la exhibida por las enzimas
libres.

Los biocatalizadores preparados después de 10 ciclos de reutilizacidn conservan un 50% de su
actividad catalitica inicial, lo cual sugiere una buena estabilidad operacional y su potencial en
aplicaciones practicas futuras.

El estudio llevado a cabo en este TFG avala que una de las grandes ventajas de los métodos de
inmovilizacién es su utilidad para recuperar formas enzimaticas activas libres del sustrato y
producto de la reaccién enzimatica.
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