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RESUMEN

La Glucosa oxidasa (GOx) de Aspergillus niger, es una proteina homodimérica que
cataliza la oxidaciébn de B-D-glucosa a D-glucono-é-lactona produciendo peroxido de
hidrégeno (H-0.); la D-glucono-&-lactona se convierte posteriormente a acido glucoénico y el
H.0; en agua y oxigeno molecular. Tiene dos moléculas de flavin adenin dinucleétido (FAD)
como cofactor y una fraccién de carbohidratos unidos covalentemente en su superficie. La
trehalosa, un disacarido no reductor tiene caracteristicas fisicoquimicas y estructurales
particulares que la hacen el soluto compatible con mejor efecto estabilizante en enzimas. El
objetivo de esta investigacion experimental fue determinar los cambios en la actividad y
estructura de la GOx y su estabilizacion por trehalosa sometida a estrés térmico. Los
ensayos se hicieron en ausencia y presencia de 0.6 M de trehalosa. Se midié la actividad de
la enzima a diferentes concentraciones de trehalosa y la cinética de inactivacion térmica,
ademas de los cambios en su estructura analizando el centro de masa espectral (CME) y la
disociacion del FAD durante la inactivacion térmica. En la cinética enzimatica de la GOx, la
Km disminuyé hasta valores de 11.34 mM de glucosa comparada con la enzima sin trehalosa
(Km= 18.76 mM), ésto demostré que a concentraciones crecientes del disacarido aumentan
la afinidad de la enzima por su sustrato. No hubo efecto en la Vmax 10 que indicé que los
cambios conformacionales de la enzima durante la catdlisis son de baja magnitud. En la
cinética de inactivacion térmica en presencia de trehalosa, la ki disminuy6 a la mitad a todas
las temperaturas probadas. El cambio del CME por temperatura tuvo una cinética bifasica, lo
gue indic6 dos pasos en el proceso de inactivacion térmica de la enzima, sin embargo, en
presencia de trehalosa, la cinética fue monoexponencial. En la fluorescencia del FAD la
trehalosa desplaz6 su disociacion a mayores temperaturas (la Tm paso de 61.3 en ausencia
de trehalosa a 64.3°C en presencia de ésta). En conclusion, la trehalosa mejoré la actividad
catalitica de la GOx, ademas se observo que durante su inactivacion térmica existe un paso
previo a la salida del FAD (posiblemente la formacién de un globulo fundido) y que la
presencia del disacérido impide este primer paso, evitando la exposicion del interior de la
enzima, la disociacion del FAD y su consecuente desnaturalizacion, por lo que la trehalosa

contribuye significativamente a la estabilizacion térmica de la GOx y optimiza su actividad.

Palabras clave: Glucosa oxidasa, trehalosa, inactivacion térmica, disociacion del FAD,

estabilizacion.



ABSTRACT

Glucose oxidase (GOx) from Aspergillus niger is a homodimeric protein that catalyzes the
oxidation of B-D-glucose to D-glucono-d-lactone, which later is hydrolyzed to gluconic acid
and hydrogen peroxide (H20y); it contains two FAD molecules as cofactor and a fraction of
carbohydrates covalently linked to the surface. Trehalose is a non-reducing disaccharide, its
physico-chemical and structural features provide it as the compatible solute with the best
stabilizing effect on enzymes. The aim of this study was to determine changes in both the
activity and structure of the GOx and its stabilization by trehalose when subjected to thermal
inactivation. The assays were performed in absence and presence of 0.6 M of trehalose. The
enzyme activity and the thermal inactivation kinetics were studied at different concentrations
of trehalose. Changes in GOx structure during thermal inactivation were analyzed by CSM
variations and also by monitoring the dissociation of FAD. In GOx enzyme kynetics, the Kn
values in the presence of trehalose decreased to 11.34 mM of glucose compared with the
enzyme without trehalose (Kn=18.76 mM), the above showed that increasing concentrations
of the disaccharide increase the enzyme affinity for its substrate. In regard to Vmax, there was
no effect by trehalose presence thus indicating that conformational changes of the enzyme
during catalysis are of low magnitude. Thermal inactivation kinetics in the presence of
trehalose resulted in a half decrease for ki at all temperatures tested, as compared to the
values without trehalose. The change of the CSM induced by temperature displayed biphasic
kinetics, indicating a two-step process for the GOx thermal denaturation. However, in the
presence of trehalose, the denaturation kinetics was monoexponential. Trehalose displaced
FAD dissociation at higher temperatures (the Tn, increased from 61.3 in absence of trehalose
to 64.3°C in presence of the latter). Trehalose improved the catalytic activity of GOx, besides
it was observed that during its thermal inactivation there is a previous step to FAD
dissociation that may be the formation of a molten globule structure and that the presence of
trehalose displace its formation to higher temperatures, by avoiding the exposure of the
protein core leading to FAD dissociation and unfolding. Therefore, trehalose contributed

significantly to the thermal stability of the GOx and activity improvement.

Key words: Glucose oxidase, trehalose, thermal inactivation, FAD dissociation, stabilization.



1. MARCO TEORICO

1.1 PROTEINAS: Estructura y funcion

El término proteina se deriva de la palabra griega protos, que significa
“primero” o “primario”. Las proteinas son polimeros de a-aminoacidos. Hay 20
aminoacidos comunes que son codificados genéticamente y que sirven como
precursores para la biosintesis de las proteinas, que se lleva a cabo en los
ribosomas (Roskoski, 1998).

Las proteinas constituyen uno de los grupos de moléculas de mayor
importancia en los seres vivos. Todas las proteinas son polipéptidos de peso
molecular elevado. Estas macromoléculas son extremadamente complejas con el fin
de mantener la multiplicidad de sus funciones (Mathews et al. 2002). Asi, la
estructura de las proteinas se considera en cuatro niveles jerarquicos: primario,

secundario, terciario y cuaternario.
1.1.1 Niveles estructurales de las proteinas

1.1.1.1  Estructura primaria

La estructura primaria incluye todos los enlaces covalentes entre aminoécidos
y esta definida por la secuencia de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos y la
localizacion de los puentes disulfuro. En este nivel no se especifica la disposicion

espacial de los aminoacidos unidos (Lehninger et al., 2001).

Un a aminoéacido consiste en un atomo de carbono central, llamado carbono
a, ligado a un grupo amino (-NHs*), un grupo acido carboxilico (-COOH), un atomo
de hidrégeno, y un grupo distintivo R. El grupo R se refiere a menudo como la

cadena lateral. Solo los L-a-aminoacidos son componentes de las proteinas y de



éstos existen 20 aminoacidos diferentes de los cuales se construyen las proteinas
(Rodwell, 1997).

Los aminoacidos forman cadenas de polipéptidos, construidas por la unién del
grupo a-carboxilo de un aminoéacido al grupo a-amino de otro aminoacido mediante
un enlace peptidico (también llamado enlace amida). La formacion de un dipéptido a
partir de dos aminoacidos es acompafiada por la pérdida de una molécula de agua.
Cada unidad del aminoacido en un polipéptido se llama residuo. Una cadena
polipeptidica tiene polaridad porque sus terminaciones son diferentes, con un grupo

0-amino en un extremo y un grupo a-carboxilo en el otro (Boyer, 2000).

1.1.1.2 Estructura secundaria

La estructura secundaria se refiere a las disposiciones regulares y repetitivas
en el espacio de residuos aminoacidos adyacentes en una cadena polipeptidica
(Lehninger et al., 2001).

Cuando una proteina se pliega generalmente oculta en su interior los residuos
hidrofobos de los aminoacidos, también envuelve parte del esqueleto polipeptidico
polar hacia un ambiente no polar. Las unidades N-H y C=0O polares del interior de la
cadena proteica se “neutralizan” mediante la formacion de enlaces débiles llamados
puentes de hidrogeno. Estas uniones débiles son la base de la estructura secundaria:
interacciones regulares, repetidas, entre residuos de aminoacidos “muy cercanos” en

la secuencia lineal de la proteina (Boyer, 2000).

Existen 2 clases basicas de estructura secundaria, la hélice a y la lamina B. En
la hélice a, la cadena polipeptidica se enrosca en un cilindro muy empaquetado
dentro de la hélice, el grupo CO de cada aminoacido se une por puente de hidrégeno
al grupo NH del amino&cido situado cuatro residuos mas lejos en la cadena

polipeptidica. En la lamina B, la cadena polipeptidica esta practicamente de forma



totalmente extendida. Dos 0 mas laminas [ conectadas por puentes de hidrogeno

entre NH y CO se juntan para formar hojas 8 (Stryer et al., 2003).

1.1.1.3 Estructura terciaria

La estructura terciaria de una proteina se refiere al orden tridimensional de los
atomos de la molécula en el espacio, es la estructura compacta y asimétrica que

forman las proteinas (Roskoski, 1998).

Las estructuras terciarias de las proteinas solubles en agua tienen
caracteristicas comunes: (1) un interior formado por aminoacidos con cadenas
laterales hidrofobicas y (2) una superficie formada principalmente por aminoacidos
hidrofilicos que interaccionan con el entorno acuoso. La fuerza que provoca la
formacion de la estructura terciaria de las proteinas solubles en agua reside en las

interacciones hidrofébicas entre los residuos interiores (Stryer et al, 2003).

1.1.1.4 Estructura cuaternaria

Las proteinas que poseen varias cadenas polipeptidicas (proteinas
oligoméricas) tienen un nivel adicional de estructura, la estructura cuaternaria, que se
refiere a la relacién espacial de los polipéptidos o subunidades en la proteina global
(Lehninger et al., 2001).

Esta estructura define el arreglo y posicion de cada subunidad en la molécula
proteica intacta, y especifica los contactos moleculares que existen entre todas las
subunidades (Rodwell, 1997). Las interacciones entre las cadenas polipeptidicas
plegadas en las proteinas con multiples subunidades son de los mismos tipos de las
que estabilizan la estructura terciaria: puentes salinos, enlaces de hidrogeno, fuerzas
de van der Waals, interacciones hidréfibas y, en ocasiones, enlaces disulfuro. Estas

interacciones proporcionan la energia necesaria para estabilizar la estructura de



multiples subunidades (Mathews et al, 2002).

Esta estructura puede ser tan simple como dos subunidades idénticas o tan
compleja como docenas de subunidades diferentes (Stryer et al, 2003). Asi, la
glucosa oxidasa, enzima que lleva a cabo la oxidacion enzimatica de la glucosa, es
un dimero de subunidades idénticas; la hemoglobina esta formada de cuatro

sububidades (tetramero), dos de tipo a y dos de tipo B (Figura 1) (Boyer, 2000).

Estructura Estructura Estructura Estructura
primaria secundaria terclaria cuaternaria

Aﬂ}i.]m- Hilice a Cadena Subunidades
dcidos polipeptidica ensambladas

Figura 1. Niveles estructurales de las proteinas (estructura de la hemoglobina). (Tomado
de Lehninger et al., 2001).

1.1.2 Funcion de las proteinas

Las proteinas son las macromoléculas mas versétiles de los sistemas vivos y
sirven en funciones cruciales en esencialmente todos los procesos biolégicos.
Funcionan como catalizadores, transportan y almacenan otras moléculas como
oxigeno, proporcionan la ayuda (soporte) mecénica y proteccidbn inmune
(anticuerpos), generan el movimiento, transmiten los impulsos nerviosos, y controlan
el crecimiento y diferenciacion (Rodwell, 1997). Son macromoléculas informativas,

donde la informacién se define como una secuencia de aminoacidos; dicha



secuencia en una proteina es andloga a la secuencia de las letras del alfabeto, que
forman palabras y oraciones. La secuencia de aminoacidos de las proteinas es

determinada por la secuencia nucleotidica del ADN (Roskoski, 1998).

La funcibn de las proteinas depende de su estructura tridimensional,
determinada mayoritariamente por el agua. Si el agua es eliminada, se pierde la
funcion (Allison et al., 1999).

1.1.2.1 Funcién enzimética

De las funciones dinamicas que realizan las proteinas, una de las mas
importantes es la funcion catalitica, la mayor parte de las reacciones quimicas
celulares son catalizadas por enzimas, todas ellas de naturaleza proteica (Boyer,
2000).

Las enzimas son catalizadores biol6gicos que aumentan las velocidades de
los procesos bioquimicos mientras se mantienen inalteradas (Mathews et al., 2002).
Las enzimas corresponden a dos clases generales. Algunas son proteinas simples
que solo contienen residuos de aminoacidos. Otras son proteinas complejas que
contienen residuos de aminoacidos y un cofactor no aminoacido. La enzima activa
completa se llama Holoenzima y esta formada por la porcién proteinica (apoenzima)
y el cofactor. La apoenzima es inactiva. Las moléculas sobre las cuales actian las
enzimas se llaman sustratos y las moléculas resultantes son productos (Roskoski,
1998).

En la catalisis enzimatica, uno o mas sustratos se unen al lugar activo de una
enzima con lo que se elimina el agua, para formar un complejo enzima-sustrato; tras
ello se liberan los productos. La hipotesis del ajuste inducido establece que las
enzimas inducen en los sustratos unidos la adopcion de unas conformaciones

préximas al estado de transicién (la forma de mayor energia). La mayoria de las



reacciones enzimaticas sencillas pueden describirse mediante la ecuacion de
Michaelis-Menten, con tres parametros, la Vmax (velocidad maxima), que es la
velocidad cuando la enzima estd completamente saturada de sustrato, la Km
(constante de Michaelis) que es la concentracion de sustrato a la cual la velocidad de
reaccion es la mitad de la maxima y la Kca, llamada numero de recambio, es el
namero de moléculas de sustrato convertidas en producto por unidad de tiempo en
un solo centro catalitico, cuando la enzima estd completamente saturada de sustrato
(Mathews et al., 2002).

Las enzimas actian como catalizadores mediante la reduccién de la energia
libre de activacion de las reacciones quimicas. Las enzimas aceleran reacciones ya
que proporcionan nuevas vias de reaccion en las que el estado de transicion tiene
menor energia libre y por tanto se forma mas rapidamente que en las reacciones no
catalizadas. La especificidad de las interacciones enzima-sustrato provienen
fundamentalmente de los puentes de hidrogeno formados, que son direccionales, y
de la configuracion del centro activo, que rechaza las moléculas que no presentan

una forma suficientemente complementaria (Stryer et al., 2003).

1.1.3 Desnaturalizacién de las proteinas y agentes  desnaturalizantes

La actividad biolégica de wuna proteina depende del ordenamiento
tridimensional apropiado de sus grupos funcionales. De este modo las proteinas sélo
funcionan cuando estan plegadas en su estructura original o conformacion nativa. La
alteracion de una proteina que modifigue su conformacion nativa se denomina
desnaturalizacion; este cambio provoca la alteracion o desaparicion de sus funciones
(Lehninger et al., 2001).

La desnaturalizacion de una proteina implica la alteracion de su estructura
secundaria, terciaria y cuaternaria. Estos niveles de estructuracién superior de la

conformacién nativa se encuentran al azar, pero la estructura primaria permanece



inalterada de manera que los enlaces amida quedan intactos, sin embargo la
presencia de enlaces disulfuro en una proteina aumenta su resistencia a la

desnaturalizacion (Boyer, 2000).

El proceso de degradacion de las proteinas tiene lugar en dos etapas, la
primera reversible, corresponde al proceso de desplegamiento (desnaturalizacion) y
la segunda irreversible, conduce a un estado final (degradacion), que implica la
pérdida total de actividad de la proteina. Este comportamiento lo describe el modelo
de Lumry y Eyring (1954):

Ne—> U —> F
Donde “N” representa la enzima nativa, “U” el estado desplegado y “F” el

estado final.

Los agentes que se utilizan para la desnaturalizacion reversible de las
proteinas incluyen los solventes organicos (etanol o acetato), urea, detergentes y los
acidos y bases. Estos agentes alteran Unicamente las interacciones no covalentes,
pero no los enlaces covalentes de la estructura primaria. El calor puede actuar como
agente desnaturalizante de muchas proteinas; sin embargo, este proceso
comunmente es irreversible; es decir, la proteina desnaturalizada no puede volver a

su forma biolégica nativa (Boyer, 2000).

En este sentido, la transicion desde el estado nativo hasta el estado
desnaturalizado ha sido estudiada en numerosas proteinas utilizando como agentes
desnaturalizantes urea, cloruro de guanidina, altas temperaturas, cambios en el pH y
en la fuerza idnica, entre otros (Gekko e Ito, 1990; Charman et al., 1993; Funahashi
et al., 1996).
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1.2 Glucosa Oxidasa (GOx) de Aspergillus niger

La GOx de A. niger, es una proteina homodimérica de peso molecular de 160
kDa (Akhtar et al.,, 2002), que cataliza la oxidacibn de [-D-glucosa a B-D-
gluconolactona, este ultimo se hidroliza espontdneamente a &cido gluconico y
peréxido de hidrégeno (Figura 2) (Pazur y Kleppe, 1964; Ahmad et al., 2001; Zoldak
et al., 2004).

B-D-ghicase plucomalactons Blucone acid
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I H =21 H OO
OH -‘/’-\i O#
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o idative
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Figura 2 . Reaccién enziméatica de la GOx. (Tomado de Witt et al., 2000)

La GOx tiene en su estructura dos puentes disulfuro, dos grupos sulfihidrilo
libres y dos moléculas de flavin adenin dinucleé6tido (FAD) fuertemente unidas pero
no enlazadas covalentemente a la proteina (Haouz et al., 2001; Gouda et al., 2003).
La enzima esta altamente glicosilada, su contenido de carbohidratos corresponde
entre 10 y 16% de su peso molecular (Figura 3) (Pazur et al.,, 1965; Hayashi y
Nakamura, 1981; Ahmad et al., 2001; Leskovac et al., 2005).

La estructura primaria de la GOx de A. niger fue determinada de la secuencia
de ADN en forma independiente por Kriechbaum et al., (1989) y Frederick et al.,
(1990), la cual consiste en una cadena polipeptidica simple que contiene 583
residuos de aminoacidos (Leskovac et al., 2005). La enzima es altamente especifica
para la B-D-glucosa, ya que con otros monosacaridos es oxidada a muy bajo

porcentaje (Adams et al., 1960).
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La actividad de la enzima fue reportada por primera vez por Miller en 1928 en
extractos de A. niger y desde entonces, ha sido purificada de este microorganismo
(Leskovac et al., 2005). Su actividad catalitica esta relacionada a los dos cofactores
de FAD contenidos en la molécula de proteina (Cioci y Lavecchia, 1994), el cual es el
responsable de la reaccién de oxido-reduccion que lleva a cabo la enzima (Haouz et
al., 2001; Gouda et al., 2003).

El sitio activo de la enzima contiene, junto con la molécula de FAD, tres
aminoacidos en la cadena lateral que estan involucrados en la catalisis: His516 con
un pKa de 6.9 y Glu412 con un pKa de 3.4 el cual tiene un puente de hidrogeno e
His559 con un pKa mayor a 8 (Leskovac, et al., 2005).

ri‘mhy o] i3 B
!

Figura 3. Modelo estructural de la GOx. (Tomado de ©RCSB Protein Data Bank:
http:www.pdb.org/pdb/static.do?p=education_discussion/molecule_of_the_month/pdb77_3.html).

1.2.1 Uso industrial de la GOx

La enzima es producida naturalmente en varios hongos e insectos, pero la base
de muchas aplicaciones industriales es la GOx de A. niger:

* La reaccion catalizada por la GOx remueve oxigeno y genera peroxido de

hidrégeno, y este Ultimo actla como un agente antibacteriano y antifingico,
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una caracteristica utilizada en la conservacién de alimentos (Crueger y
Crueger, 1990; Ahmad et al., 2001).

Ademas, el peréxido de hidrogeno producido por la GOx de A. niger, se utiliza
como componente de algunos detergentes para el blanqueamiento de los
tejidos ya que a diferencia de los productos quimicos, éste es un producto

biodegradable y se obtiene a un bajo costo (Tzanov et al., 2002).

La enzima ha sido usada en la industria de panificacion, en la produccién de
polvo de huevo deshidratado, en la produccion de vino, entre otros (Wong et
al., 2008).

La GOx también se utiliza en la produccién de acido glucénico (Crueger y
Crueger, 1990); el cual se emplea como acidulante para alimentos; uno de sus
derivados, el gluconato de calcio, es ampliamente usado para el tratamiento
de enfermedades que producen déficit de calcio o para suplir este mineral
durante el embarazo; otro de sus derivados, el gluconato de hierrro Il, es

utilizado para suministrar este metal en casos de anemia (Wong et al., 2008).

La actividad electroquimica de la enzima la hace un importante componente
en biosensores para la determinacion cuantitativa de D-glucosa en muestras
como fluidos corporales, productos alimenticios, bebidas y fermentaciéon de
productos (Ahmad et al.,, 2001; Zold4k et al., 2004). El amplio uso que ha
tenido como una enzima modelo en el desarrollo de biosensores es
principalmente debido a su alta selectividad por la glucosa sobre otros
azucares, su estabilidad, su mecanismo bien establecido de actividad y por su
disponibilidad comercial y bajo costo (Moschou et al., 2004).

Asimismo, se ha estudiado la aplicacion potencial de la enzima como

biocombustible en celdas eléctricas (Wong et al., 2008).
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1.3 Solutos compatibles

Los solutos compatibles, llamados asi porque su presencia en altas
concentraciones no afecta la estructura y funcion de las enzimas, son moléculas
pequefias que estabilizan las estructuras celulares (principalmente proteinas) sin
interferir en su funcion (catalisis en enzimas). Estas moléculas contienen un gran
namero de grupos hidrofilicos, no poseen cargas o bien son zwitteriones a pH
fisiol6gico, son de bajo peso molecular y altamente solubles en agua (Gonzélez y
Pefia, 2002). Se ha observado que estas sustancias son sintetizadas rapidamente y
acumuladas en el citoplasma en respuesta a la agresion del medio y se eliminan en

cuanto desaparece el estrés (Welsh, 2000; Sleator y Hill, 2002).

Algunas moléculas polihidroxiladas son consideradas solutos compatibles, tal
es el caso de la trehalosa, glicina betaina, sacarosa, rafinosa, manosil-glicerato,
glucosil-glicerato y el glicerol (Puhlev et al., 2001; Gacto et al., 2003; Schade et al.,
2004). Se ha demostrado in vitro que algunas de estas moléculas organicas
estabilizan a la proteina nativa a altas temperaturas manteniendo la funcionalidad de
las proteinas bajo un medio ambiente extremo (Singer y Lindquist, 1998a; Arora et al,
2004). Estos osmoprotectores se acumulan en organismos tales como bacterias,
levaduras, plantas y crustaceos (Gacto et al.,, 2003). Al respecto, se sabe que
algunos organismos sobreviven a condiciones adversas del medio como la
desecacion, a los que se les ha denominado anhidrobiontes, los cuales para
sobrevivir necesitan preservar la actividad y estructura de sus membranas y
proteinas. Cuando estos organismos estan sometidos a diversas condiciones de
estrés acumulan solutos compatibles para proteger sus estructuras (Allison et al.,
1999).

Se sabe que estos solutos preservan la estructura proteica a través de la
formacion de una estructura vitrea amorfa (Gekko y Morikawa, 1981; Crowe et al.,

1983; Kamiyana et al., 1999), por medio de la proteccion de los puentes de
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hidrogeno (Crowe et al., 2001), o mediante la regulacion de propiedades del medio
como la viscosidad (Sampedro y Uribe, 2004). Ademas, se ha visto gque la interaccion
de estos carbohidratos con su entorno en soluciones acuosas es influenciada por las
propiedades de los grupos hidroxilo presentes en su estructura (Fabri et al., 2005) y
qgue la estabilizacion proteica de estos azlcares depende de la concentracién y es

efectiva solo a concentraciones relativamente altas (Bellocco et al., 2005).

1.4 Trehalosa

La trehalosa fue primero descrita por Wiggers en 1832, quien detectd este
disacarido en un hongo que infecta las semillas de maiz en las mazorcas y lo llamé
mutterkornzucker, posteriormente, Mitscherlich, en 1858 sintetizd este azucar en el
laboratorio y lo llamé micosa, del griego hongo (Sampedro, 2002). Ese mismo afo,
Berthelot encontré este disacarido en los capullos o pupas del escarabajo Larinus
maculata denominado comunmente “trehala” por lo que lo llamo trehalosa (Singer y
Lindquist, 1998p; Sampedro, 2002).

Este azucar ha sido aislado de algas, bacterias, hongos, insectos,
invertebrados, levaduras y de plantas del desierto, entre otros (Hino et al., 1990;
Watanabe et al., 2003; Oku et al., 2005).

1.4.1 Caracteristicas estructurales y  propiedades fisicoquimicas de la

trehalosa

La trehalosa (a-D-glucopiranosil-(1,1)- a-D-glucopirandsido) es un disacarido
no reductor formado por dos moléculas de D-glucosa unidas por enlaces a-a,1-1
(Figura 4) (Oku et al., 2005), este enlace conecta los dos extremos reductores de los

residuos de glucosa evitando su poder reductor (Paiva y Panek, 1996).
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. Trehalosa
e-p-glucopiranosil e-p-glucopirandsido

Figura 4. Estructura quimica de la trehalosa. (Tomado de http://carbohidratosdaniel.

blogspot.com/).

La trehalosa tiene caracteristicas estructurales muy particulares en
comparacion con otros carbohidratos, ademas de ser un azlcar no reductor, esta
entre los azlcares menos reactivos, tiene alta estabilidad hidrofilica y estabilidad
quimica, la formacion de cristales no higroscépicos y ausencia de la formacién
interna del enlace de hidrogeno; su estabilidad es el resultado de la baja energia de
su unioén glucosidica a,a 1,1 (Melo et al., 2003), el cual tiene una energia de 4.184
kJ-mol?t, en comparacién con la sacarosa, donde su enlace glucosidico posee una
energia de 113 kJ-mol! (Schiraldi et al., 2002). Estas caracteristicas explican el
papel principal de la produccion de trehalosa como metabolito bajo condiciones de

estrés.

Se han propuesto una variedad de funciones para la trehalosa, éstas
dependen del sistema bioldgico analizado. Asi, en organismos procaridticos, el
carbohidrato se puede utilizar como fuente externa de carbono, y es almacenado

como soluto compatible en las bacterias fotosintéticas (Strom y Kaasen, 1993).

1.4.2 Proteccion de proteinas por la trehalosa bajo condiciones de estrés

Los organismos estan sujetos a una variedad de cambios drasticos en el
medio ambiente como variaciones en la disponibilidad de nutrientes y agua, acidez,
alta osmolaridad (presencia de sales), alta temperatura, asi como exposicion a

metales pesados y radicales libres; y bajo estas condiciones de estrés, la proteccion
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de la funcion y estructura de las proteinas y otras moléculas es vital para la

supervivencia (Schade et al., 2004).

La muerte celular por estrés esta relacionada con la desnaturalizacion de las
proteinas; éstas tienen una gran variedad de funciones que le permiten a un
organismo llevar a cabo su metabolismo y de esta manera sobrevivir y reproducirse.
Ante estas condiciones las células han desarrollado una respuesta al estrés dirigida a
proteger la estructura y funcion de las biomoléculas, dicha respuesta incluye
principalmente la sintesis de proteinas de choque térmico (HSPs) y de altas
cantidades de solutos compatibles (Schade et al., 2004). Las HSPs se sabe que
funcionan como “proteinas chaperonas” que se unen a diversas proteinas y de esta
manera las estabilizan o bien reactivan a las proteinas desnaturalizadas (Sampedro y
Uribe, 2004).

La trehalosa originalmente se pensé que servia como una reserva de
carbohidratos (Elbein, 1974; Lillie y Pringle, 1980) pero mas recientemente, se le

encontré un papel alternativo, como protector durante el estrés.

Las células acumulan este disacarido en respuesta a diferentes condiciones
de estrés como el que se produce por la falta de sustratos, deshidratacion, estrés
oxidativo (Wiemken, 1990), estrés térmico y otros agentes que inducen la tolerancia

al estrés (Singer y Lindquist, 1998a).

Varias hipotesis han sido sugeridas para explicar la superior efectividad de la
trehalosa. Asi Crowe et al., (1984) proponen que la capacidad de la trehalosa de
proteger a las membranas durante la deshidratacién radica en que interactia con
éstas favoreciendo la permanencia del estado fluido de los lipidos, evitando asi la
fusion, la separacion de fases y el rompimiento de las membranas. Mas adelante,
Crowe et al (1994) plantean la “teoria del reemplazamiento del agua”, donde

observan que los carbohidratos forman puentes de hidrégeno con las proteinas
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durante la deshidratacibn o congelamiento actuando como sustitutos de las
moléculas de agua mediante las uniones polares de sus residuos, previniendo asi la

desnaturalizacion de las proteinas y la fusion de membranas.

En este sentido, las evidencias sugieren que la trehalosa retarda la transicion
de liguido a gel mediante el reemplazo de las moléculas de agua por las de
trehalosa, manteniendo a las membranas en forma de cristal liquido (Weisburd,
1988; Crowe et al., 2001; Caliskan et al, 2004), ademas de observarse que este
disacarido remplaza mas moléculas de agua que otros carbohidratos (Lerbret et al.,
2005; Koper et al., 2005; Oku et al., 2005), incluso mucho mejor que la sacarosa ya
gue encaja entre los grupos polares de las cabezas de los fosfolipidos con los que
interactia mediante sus hidroxilos (Weisburd, 1988; Crowe et al., 2001), por lo que,
menos trehalosa es necesaria para envolver la capa de solvatacion de las proteinas,
formando una especie de cépsula alrededor de las mismas y de esta forma las
estabiliza protegiendo su estructura terciara y su actividad (Lins et al., 2004; Bellocco
et al., 2005). La trehalosa ademas, forma cristales en estado seco, un proceso que
puede ser necesario para la estabilizacién de las moléculas en estado deshidratado
(Crowe et al., 1998).

Se ha observado que en los organismos que son capaces de sobrevivir en
deshidratacion completa (un fendmeno conocido como anhidrobiosis) su funcién
biolégica se “congela” y la trehalosa estabiliza en este estado a las bioestructuras
(Lins et al.,, 2004 y koper et al.,, 2005). El metabolismo celular se restaura
inmediatamente después de que las condiciones de hidratacion regresan a la
normalidad (Lins et al., 2004).

Adicionalmente, el hecho de que la trehalosa sea un azlcar no reductor, a

diferencia de la sacarosa, previene la reaccion de Maillard en la cual los grupos

aldehido de los azucares reducen a los grupos amino de los residuos de las
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proteinas, produciendo el color café asociado a la degradacion proteica, reaccion que

se acelera a altas temperaturas (Paiva y Panek, 1996; Elbein et al., 2003).
1.4.3 Uso biotecnoldgico de la trehalosa

Las propiedades particulares que se han descubierto en la trehalosa la han
hecho un apreciado producto biotecnoldgico, y han llevado a este disacarido a
diversas aplicaciones, algunas de las cuales se han desarrollado hasta el nivel
comercial (Paiva y Panek, 1996; Richards et al., 2002; Schiraldi et al., 2002).

Dentro de las aplicaciones que se han encontrado a este disacarido, algunas
de ellas prometedoras debido a que aun siguen en investigacion, estan:

1.4.3.1 Protector de la actividad enzimatica

Se puede utilizar para mantener a temperatura ambiente enzimas termolabiles
(Melo et al., 2003) tales como la polimerasa de ADN, enzimas de restriccion y ligasa
de ADN (Colaco et al., 1992).

1.4.3.2 Estabilizador y protector de moléculas complejas

Algunas moléculas biologicas inestables como los anticuerpos pueden
desecarse a temperatura ambiente o a 37°C, manteniendo su actividad después de
varios afios de almacenaje (Roser y Colaco, 1993); ademas sustitutos de sangre y
hemoglobina se han conservado como liposomas y desecado en frio manteniendo
gran parte de su actividad aun después de afios de almacenaje a temperatura
ambiente, lo cual promete abaratar en mucho los costos de almacenaje en nitrégeno
liquido y su traslado (Weisburd, 1988; Brumfiel, 2004).
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1.4.3.3 Preservador de células, tejidos y 6rganos

Células, tejidos e incluso oOrganos se pueden mantener desecados o
congelados en presencia de trehalosa, lo cual mejora su viabilidad en comparacion
con otras sustancias (Eroglu et al., 2000; Guo et al., 2000; Melo, et al., 2003). El
principal obstaculo para ampliar su uso con estos fines ha sido el de lograr introducir
con mayor eficiencia al disacarido dentro de las células y tejidos (Crowe et al., 2001).

1.4.3.4 Usos médicos y nutracéuticos

Se esta explorando el papel de la trehalosa en la disminucion de los sintomas
de enfermedades como la Corea de Huntington (Katsuno et al., 2004) y en la
osteoporosis (Higashiyama, 2002). En la primera, la administracion de trehalosa por
via oral evitaria la formacién de agregados proteinicos poliglutaminicos en el cerebro
evitando asi, el dafio y muerte de las neuronas (Katsuno et al., 2004; Tanaka et al.,
2005) y en el caso de la osteoporosis se ha observado que el consumo de trehalosa
redujo la degeneracién de los huesos en modelos de ratones hembra en los que se
eliminaron los ovarios, aunque aun no se conoce con detalle el mecanismo implicado
(Higashiyama, 2002).

1.4.3.5 Aditivo de diversos alimentos y bebidas

Se utiliza con éxito como un agente protector en condiciones de baja
temperatura, como un eficiente preservativo de muchos alimentos (Colaco et al.,
1992). Asi, se puede emplear en alimentos desecados o procesados como frutos y
legumbres que mantienen mucho mejor sus aromas y propiedades organolépticas
(Kidd y Devorak, 1994); en panaderia y confiteria se puede emplear como sustituto
de azlcar en combinacion con la sacarosa, compensando la reduccion en dulzor con
la mejor conservacion de las propiedades de la masa horneada, sobre todo en

reposteria que debe mantenerse en congelacién, al respecto se sabe que el grado de
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dulzura de la trehalosa es de 45 comparado en una escala en la que la sacarosa
tiene 100 puntos, la fructuosa 173 y la glucosa 74 (Richards et al., 2002). En cuanto
a bebidas, diversas lineas de investigacion se han dedicado al estudio del
metabolismo de la trehalosa en las levaduras para la fabricacion de cerveza y vino,

para mejorar asi su produccion y calidad (Guldfeldt y Arneborg, 1998).
1.4.3.6 Uso en la industria de cosméticos
La trehalosa atrapa y reduce la liberacion de malos olores de la piel en

humanos hasta en un 70 %, lo cual hace que sea factible adicionarla en cremas
faciales o corporales y en desodorantes (Colaco et al., 1992; Higashiyama, 2002).
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2. TRABAJOS PREVIOS

2.1 Estabilidad de la GOx

La disociacion de las subunidades de la GOx o la pérdida de la coenzima
FAD, solo es posible bajo condiciones desnaturalizantes (Jones et al., 1982; Ahmad
et al., 2001). Algunos estudios reportan que en presencia de desnaturalizantes como
el cloruro de guanidino (Ahmad et al., 2001) sulfato de amonio en medio acido o por
calentamiento hay perdida de la actividad de la enzima (Cioci y Lavecchia, 1994;
Leskovac et al., 2005). Sin embargo se ha observado que presenta una relativa alta
resistencia a la desnaturalizacion térmica (Gouda et al., 2003), ya que solo arriba de
los 60°C ocurre la disociacion de la molécula de FAD con la consecuente inactivacion
de la enzima (Cioci y Lavecchia, 1994).

En cuanto a la porcién de carbohidratos de la GOx, se han realizado diversos
estudios donde se proponen varias funciones para estos azlcares, entre l0s que se
incluyen: la correcta funcion de las proteinas, transporte a través de membranas,
funcidn bioldgica, respuesta inmune y estabilizacién de la estructura tridimensional
de la proteina (Kalisz et al., 1991); sin embargo, algunos autores difieren en el papel
gue desempeian estos carbohidratos en la estructura, estabilidad y actividad de la
GOx.

De acuerdo con Nakamura y Hayashi (1974) quienes realizaron estudios con
la forma nativa y oxidada de la GOx las cuales sometieron a calentamiento en
presencia de SDS como desnaturalizante, observaron que la enzima oxidada es
mucho mas susceptible al tratamiento por calor que la enzima nativa ambos casos en
presencia de SDS, por lo que concluyeron que la porcion de carbohidratos de la

proteina contribuye a incrementar la estabilidad de la enzima contra el calentamiento.
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En otros estudios utilizando &cido tricloroacético y sulfato de amonio, se
observé que, con la reduccion de la porcion de carbohidratos, la GOx fue mas
rapidamente precipitada que la enzima nativa. Estos resultados mostraron que los
azucares unidos a la proteina contribuyen a su alta solubilidad en agua (Takegawa et
al., 1989).

No obstante, mas recientemente Kalisz et al., (1991) al realizar estudios con la
enzima deglicosilada, observaron que la reduccion de la porcion de carbohidratos de
la proteina, la cual fue del 95% mediante incubacion de la GOx con endoglicosidasa
H y alfa-manosidasa, no afecto significativamente la estabilidad de la enzima.
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3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

El mecanismo de inactivacion de la GOx es un proceso complejo que aun no
ha sido resuelto con claridad. Se han presentado algunos modelos que solo estudian
una parte del mismo, por ejemplo: el estado desnaturalizado o la liberacién del FAD.
Ademas, hasta el momento solo se ha estudiado la estabilizacion de la enzima por
iones inorganicos monovalentes (K*, Na*, Li*) y divalentes (Ca?* y Mg?*) y por la
presencia de polioles y azucares como el glicerol, fructuosa, sacarosa y sorbitol. Sin
embargo, con la trehalosa que ha demostrado ser uno de los solutos compatibles con
mayor efecto protector para las enzimas, aun no se han realizado investigaciones al

respecto.

Por otra parte, una de las aplicaciones comerciales mas importantes y
novedosas de la GOx se encuentra en el desarrollo de biosensores para la
determinacion y/o monitoreo de la glucosa presente en la sangre y en diversos
productos alimentarios. Estos se han realizado gracias a la inmovilizacion de la
enzima en matrices amorfas fabricadas a base de silicio y dextran aldehido
(McShane, 2002; Sarath-Babu et al., 2004); sin embargo, el principal problema para
estos desarrollos se encuentra en la inactivacion/desestabilizacion de la enzima. En
este sentido, la investigacion realizada sobre el efecto de la trehalosa, de la cual se
han demostrado sus propiedades fisicoquimicas superiores a las de otros azucares,
en la estabilidad de la GOx puede servir como base cientifica para llevarlo a la
aplicacibn en estos sistemas cuyo principal problema es precisamente su
inestabilidad, ademas de servir para los usos que tiene la enzima en la industria
alimentaria en los cuales su estabilidad térmica es de gran importancia y que hasta el

momento no se han resuelto efectivamente.
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4. JUSTIFICACION

La GOx de A. niger es una enzima de considerable importancia comercial al
ser en la actualidad ampliamente usada en la industria para la eliminacion de glucosa
u oxigeno de productos alimentarios, para la produccion de acido glucénico y como
herramienta de diagnostico molecular, en biosensores para la determinacion
cuantitativa de D-glucosa en muestras como fluidos corporales, productos
alimentarios, bebidas y fermentacién de productos, que es actualmente la aplicacion

mas importante de la enzima.

En el caso de la trehalosa, sus propiedades fisicoquimicas particulares
explican por si solas las amplias posibilidades de aplicacion biotecnoldgica. Se ha
demostrado que es capaz de proteger y estabilizar la estructura y la funcion de las
enzimas Yy la integridad de las membranas biologicas bajo condiciones de estrés
abidtico extremo como desecacion, altas temperaturas, congelacion, alta salinidad y
oxidacion, entre otras. En especial, la estabilizacion (y aun activacion) de enzimas
termolabiles a temperaturas elevadas en soluciones de trehalosa ya han encontrado
aplicaciones en biotecnologia.

Al conocer la importancia que han alcanzado, actualmente la trehalosa y la
GOx, se considera relevante conocer el mecanismo de inactivacion térmica de la
enzima y su estabilizacién por trehalosa, utilizada como una matriz vitrea que impide
los movimientos especificos de las proteinas involucrados en la catalisis, y de este
modo ampliar el conocimiento sobre la accion de este agente protector en las
enzimas, en particular en la estabilidad térmica de la GOx y asi tener las bases
cientificas que sustenten el empleo de este disacarido en las aplicaciones
biotecnoldgicas de la enzima, que requieren de su estabilidad térmica para su 6ptima
funcién, como es el caso de la industria alimentaria, y el empleo de ésta en

biosensores.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general

Conocer el efecto de la trehalosa en la estructura y actividad de la Glucosa

oxidasa de Aspergillus niger sometida a inactivacién térmica.

Objetivos especificos

1. Purificar la GOx de A. niger comercial.

2. Determinar la cinética de saturacion del sustrato de la GOx en ausencia y
presencia de trehalosa.

3. Obtener la cinética de inactivacion térmica de la GOx en ausencia y
presencia de trehalosa.

4. Analizar la estructura de la GOx y el efecto de la trehalosa durante la
inactivacion térmica mediante la obtencion del cambio en el CME de la
enzima.

5. Determinar el efecto de la trehalosa en la liberacion del FAD de la GOx

durante la inactivacion térmica.
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6. METODOLOQGIA

6.1 Materiales y reactivos

« La GOx de A. niger comercial (suspendida en una solucion 0.1 M de
amortiguador de acetato de sodio con una concentracion de proteina de 4.9
mg/mL); y la trehalosa (a-D-glucopiranosil-(1,1)-a-D-glucopiranosido) de
Saccharomyces cerevisiae se adquirieron de Sigma Chemical Co (Alemania).

* En la cromatografia de exclusion molecular se utilizé un gel de Sephacryl S-
200HR (High Resolution) de la marca Amersham Biosciences con un rango de
fraccionamiento de 5x103-2.5x10° M.

« Para la preparacion del amortiguador de fosfatos: fosfato de potasio
monobasico (cristales) de J.T. Baker (México) e Hidroxido de potasio (lentejas)
para ajuste de pH de Productos Quimicos Monterrey (México).

» Los reactivos para la determinacion de la concentracion de proteina como son
sulfato de cobre pentahidratado, citrato de sodio dihidratado, carbonato de
sodio e hidroxido de sodio se adquirieron de J.T. Baker (México), el folin
ciocalteau de Sigma Chemical Co (Alemania).

e Para la determinacion de actividad enzimética de la GOx como son o-
dianisidina (3,3" Dimetoxybenzidina), peroxidasa y glucosa (D (+) glucosa) se
usaron reactivos de Sigma Chemical Co (Alemania).

» Para la electroforesis en gel como son acrilamida y bis-acrilamida (N,N’-
metilenbisacrilamida), duodecil sulfato de sodio (SDS), glicina, tris base (2-
hidroximetil-2-metil-1,3-propanodiol), persulfato de amonio y N,N,N",N’-
tetrametilen-etilendamina (TEMED) se utilizaron reactivos de BIO-RAD
laboratories.

» El azul de coomassie para la preparacién de la solucion tefiidora de geles se
adquirié de BIO-RAD laboratories.

» Para la solucién destefiidora de geles de SDS-PAGE se utiliz6 metanol y
acido acético glacial de Fermont Productos Quimicos Monterrey (México).
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6.2 Métodos

6.2.1 Purificacion de la GOx de A. niger por cromatografia de exclusion por

tamano

6.2.1.1 Cromatografia de exclusion por tamafio

La cromatografia es una técnica de separacion de solutos de una mezcla. En
la cromatografia de exclusiébn por tamafio, también llamada de cromatografia de
filtracion en gel o cromatografia de tamiz molecular la base de la separacién es el
tamafo molecular y es un método adecuado para separar las macromoléculas de
tamafno diferente o para eliminar los contaminantes de peso molecular bajo de las

disoluciones de moléculas grandes (Mathews et al., 2002).

Esta técnica se basa en la diferente velocidad con que se mueve cada uno de
los solutos a través de un medio poroso, arrastrados por un disolvente en
movimiento. A este disolvente se le llama fase mavil y el medio poroso es la fase
estacionaria, la cual esta constituida por granulos de un material esponjoso
hidratado, que contiene poros que comprenden un intervalo de tamafos,
relativamente reducido, de dimensiones moleculares (Williams y Wilson, 1981). La
fase movil se llama eluyente, cuando emerge por la salida de la columna se llama
eluato y al proceso que consiste en hacer pasar un liquido o un gas a lo largo de la
columna de cromatografia se llama elucién (Wilson y Walker, 1994).

La GOx de A. niger se purific6 mediante cromatografia de exclusion por
tamafo de acuerdo al método utilizado por Gouda et al (2003). Se inyectaron 5 mL
de la enzima comercial (concentracion de proteina de 4.9 mg/mL suspendida en una
solucion 0.1 M de amortiguador de acetato de sodio) en una columna de Sephacryl
S-200HR (rango de fraccionamiento de 5x10%-2.5x10° M,). Se eluyé con una

solucién de &cido etilen glicol tetracético (EGTA) 1 mM en amortiguador de fosfatos
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20 mM pH 7.0 a una velocidad de flujo de 10 mL/h. Se colectaron fracciones de 1 mL
y se midio la absorbancia a 280 nm en un espectrofotometro UV/Vis Shimadzu 1601.

De los datos obtenidos se determind el perfil de elucién de las muestras.

6.2.2 Determinacion de la concentracion de proteina  por el método de Lowry

6.2.2.1 El método de Lowry

El método de Lowry et al (1951) es un método colorimétrico de valoracion
cuantitativa de proteinas. A la muestra se afiade un reactivo que forma un complejo
coloreado con las proteinas, siendo la intensidad de color proporcional a la

concentracion de proteinas, segun la ley de Lambert-Beer.

Este método consta de dos etapas: en la primera los iones Cu?*, en medio
alcalino, se unen a las proteinas formando complejos con los atomos de nitrogeno de
los enlaces peptidicos. Estos complejos Cu?*— proteina tienen un color azul claro,
ademas, provocan el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina,
exponiéndose los residuos fendlicos de tirosina que van a participar en la segunda
etapa de la reaccion, el Cu?* se mantiene en solucion alcalina en forma de su
complejo con tartrato. La segunda etapa es la reduccion, también en medio basico,
del reactivo de Folin-Ciocalteau, por los grupos fendlicos de los residuos de tirosina,
presentes en la mayoria de las proteinas, actuando el cobre como catalizador. El
principal constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau es el acido
fosfomolibdotungstico, de color amarillo, que al ser reducido por los grupos fendlicos

da lugar a un complejo de color azul intenso.

A las fracciones del pico méximo de absorbancia del perfil de elucion obtenido
de la cromatografia se les determind la concentracién de proteina por el método de
Lowry. Se construy6 una curva estandar a partir de una solucion patrén de albumina
sérica bovina (BSA) (1 mg/mL) a diferentes cantidades (5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50,
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60 y 80 uL) y a partir de ésta se determind la concentracion de proteina en 20 pL de
las fracciones seleccionadas. A las muestras se agregd 2.5 mL de Solucién C, se
agitd y se dejo en reposo durante 10 minutos, después se agreg6é 0.25 mL de
Solucién D y la mezcla se dejo reposar durante 30 minutos; se ley6 la absorbancia a
660 nm en un espectrofotometro UV/Vis Shimadzu 1601. Los datos obtenidos se
analizaron por regresion lineal y se obtuvo la concentracion de proteina expresada

en mg/mL de las fracciones seleccionadas.

6.2.3 Evaluacion de la pureza de la GOx mediante el ectroforesis en gel de

poliacrilamida

6.2.3.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida.

La electroforesis es la migracion de solutos ionicos bajo la influencia de un
campo eléctrico; estas particulas migran hacia el catodo o anodo (electrodos - y +),
en dependencia de una combinacién de su carga, peso molecular y estructura

tridimensional (Bollag et al., 1996).

En los geles de poliacrilamida, la poliacrilamida se forma por copolimerizacion
de dos compuestos, la acrilamida y la bis-acrilamida (N,N'-metilén-bis-acrilamida), en
una reacciéon iniciada por la tetrametiletiiéndiamina (TEMED) y el persulfato de
amonio. El radical persulfato activa al TEMED, el cual a su vez activa al monémero
de acrilamida para que polimerice. Las cadenas de poliacrilamida son entrecruzadas
al azar por la bisacrilamida, formandose asi una red de porosidad uniforme (Jung et
al., 1998; Lomonte, 2007).
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6.2.3.2 Electroforesis desnaturalizante en gel de p  oliacrilamida (SDS-
PAGE)

La electroforesis con SDS es un excelente método para identificar y
monitorear las proteinas durante un proceso de purificacion; también se emplea para
la determinacion del peso molecular de las subunidades de proteinas (Jeannot et al.,
1999). En esta técnica, se mezclan las proteinas con el detergente anionico SDS
para formar complejos desnaturalizados, cargados negativamente. La cantidad de
SDS unido a las proteinas es proporcional a su tamafio: el SDS se une en una
proporcién aproximada de 1,4 g SDS/g proteina (Lomonte, 2007). La técnica de
SDS-PAGE posee un alto poder de resolucion. Lo anterior se deriva del uso de un
sistema electroforético discontinuo, formado de dos geles de distinta porosidad y pH,
gue primero compactan las muestras (gel superior o compactador) y luego las
separan (gel inferior o separador) (Laemmli, 1970; Lomonte, 2007).

La pureza de la enzima se evalué mediante un gel de SDS-PAGE, para lo cual
se seleccionaron las fracciones del pico maximo de absorbancia del perfil de elucién

obtenido de la cromatografia.

Para la preparacion del SDS-PAGE se utilizO una camara de electroforesis
Mini Protean Il en donde se agrego primero la solucién del gel separador y una vez
gue polimeriz6 se agrego la solucion del gel concentrador colocando al final un peine
de 5 pozos. Las soluciones usadas para la preparacion del gel separador y
concentrador asi como las concentraciones y volumenes utilizados se muestran en la
Tabla 1. Las soluciones se agitaron levemente para evitar la formacion de burbujas,
debido a que el O2 inhibe la polimerizacién de la poliacrilamida. El TEMED vy el
persulfato de amonio se agregaron al final ya que son activadores de la

polimerizacion de la acrilamida.
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En los pozos del gel se cargaron las muestras de las fracciones que contenian
una concentracion de proteina de 20 ug para lo cual se calculé el volumen necesario
para obtener esta concentracion en cada fraccion y se agregd el mismo volumen de
amortiguador de muestra. Antes de ser colocadas en el gel, las muestras se

incubaron a 30 °C durante 10 minutos.

Tabla 1. Preparacién del gel de SDS -PAGE.

Gel separador Gel concentrador

(10 %) (3.8 %)
H20 3.9mL 1.8 mL
30 % acrilamida/ bisacrilamida 2.5mL 0.4 mL
Amortiguador tris-base 3 M pH 8.8 0.95 mL -
Amortiguador tris-base 0.5 M pH 6.8 - 0.75 mL
SDS 10 % 200 pL 200 pL
Persulfato de amonio al 10 % 50 puL 30 pL
TEMED 5L S5 L

En la camara de electroforesis se colocd, previo a la inyeccion de las
muestras, 250 mL de la solucién amortiguadora 10 X tris glicina pH 8.3 a una dilucion
1:10 para la cAmara grande y para la camara pequefia 150 mL de la misma solucion
amortiguadora mas SDS al 0.1 % (1.5 mL).

Al final, se corrieron las muestras de la enzima a 50 V durante 40 minutos y

después a 100 V 15 mA por dos horas o hasta que se observé que las muestras

llegaron al final del gel.
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6.2.3.3 Tincion del gel de SDS- PAGE (Tincion con A zul de Coomassie)

Para la tincion del gel se utilizé la tincion de Coomassie, este método es
sencillo, rapido y puede detectar hasta 0.1 ug de proteina por banda (Stryer et al.,
2003).

El gel se sumergid en la solucién de azul de Coomassie durante 30 minutos
como minimo con agitacion suave y posteriormente se enjuagd con agua destilada,
para después sumergirlo en la solucion destefiidora, la cual se cambio hasta que se
observaron las diferentes bandas con claridad. Durante la tincidon se utilizaron

guantes evitando asi huellas dactilares sobre el gel.

6.2.4 Cinética de saturacion de la GOx en ausencia Yy presencia de trehalosa

Para medir la cinética de saturacion de la enzima se utilizd un método
colorimétrico que consiste en un sistema acoplado peroxidasa/o-dianisidina. Una
unidad de actividad de GOx causa la oxidacion de 1 pumol de o-dianisidina por minuto

a temperatura ambiente (25 °C) (Ottonello et al., 1999).

La cinética de saturacion de la GOx se realizd en un espectrofotometro UV/Vis
Shimadzu 1601 con control de temperatura empleando el método colorimétrico
modificado por Ahmad et al., (2001) y Gouda et al., (2003) a 25 °C : 3 mL volumen
final conteniendo o-dianisidina (0.1 mL de o-dianisidina al 1 % en 12 mL de
amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M pH 6.0, saturado con oxigeno) peroxidasa
(6.6 pg/mL) y diferentes concentraciones de glucosa (0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 y 60 mM). La mezcla de reaccion se preincub6 por 10
minutos a 30 °C, posteriormente la reaccion se inicid agregando 20 pL de GOx
(1.57 ug de proteina). El aumento de la absorbancia a 460 nm se siguié por 4
minutos y de la pendiente de la linea formada se calculo la velocidad de catalisis. El

efecto de la trehalosa sobre la actividad de la enzima se determind incluyendo
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diferentes concentraciones de trehalosa (0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 M) en la mezcla de

reaccion.

6.2.5 Cinética de la inactivacion térmica de la GOx  en ausencia y presencia de

trehalosa

La cinética de la inactivacion térmica en presencia y ausencia de trehalosa se
analizé a diferentes temperaturas (50, 55, 60, 65, 70 y 75 °C) en un

espectrofotometro UV/Vis Shimadzu 1601 con control de temperatura.

Se utiliz6 el sistema acoplado peroxidasa/o-dianisidina a 25 °C, referido
anteriormente, y una concentracion de glucosa de 50 mM como mezcla de reaccion
(3 mL volumen final). La incubacion de la GOx (1.57 ug de proteina en 20 uL) a la
temperatura de ensayo se realiz6 en amortiguador de fosfatos 20 mM pH 6.0 en
ausencia y presencia de 0.6 M de trehalosa. La actividad residual se determiné
agregando alicuotas de 5 pL de la enzima a la mezcla de reaccién a diferentes

intervalos de tiempo (cada 2 minutos aproximadamente) durante 40 minutos.

6.2.6 Cinética del cambio en el centro de masa espe ctral (CME) de la GOx

durante la inactivacién térmica en ausencia y prese  ncia de trehalosa

La determinacion de la fluorescencia de la enzima se llevd a cabo en un
espectrofluorometro Shimadzu RF 5301 con una celda de 10 mm de paso de luz con
control de temperatura. Los espectros de fluorescencia se obtuvieron incubando la
enzima (1.57 ug de proteina en 20 pyL) en amortiguador Pipes 10 mM pH 7.0 a
diferentes temperaturas (45, 50, 55, 60, 62.5, 65, 70 y 75 °C), Se midieron los
espectros de fluorescencia cada minuto durante 30 minutos a una longitud de onda
de excitacion de 285 nm (emisién de 300-400 nm) en ausencia y presencia de
trehalosa 0.6 M.
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Para el andlisis del cambio en el CME se calculé de los datos de intensidad a
cada longitud de onda (I») obtenidos a diferentes longitudes de onda (A) usando la

siguiente ecuacion: CME= A Ix/ Z Ix

6.2.7 Fluorescencia del FAD de la GOx en ausencia y presencia de trehalosa

con el aumento gradual de temperatura

La enzima (1.57 pg de proteina en 20 pL) suspendida en amortiguador pipes
10 mM pH 7.0 se sometio a un aumento gradual de la temperatura (de 5 a 85°C) en
ausencia y presencia de trehalosa 0.6 M, excitando la proteina a 450 nm (emision de
475-600 nm). Se registraron espectros de fluorescencia cada 30 segundos durante
40 minutos. Para el andlisis de la liberacion del FAD se determind de los datos del

pico maximo de emision de fluorescencia.

6.2.8 Analisis de datos
Para el analisis de los datos por regresion no lineal se utilizé el software

Microcal™ Origin 6.0® (Northampton, MA) con el que se obtuvieron las diferentes

graficas y tablas mostradas en la parte de resultados.
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7. RESULTADOS

7.1 Purificacion de la GOx

De la cromatografia en columna se obtuvo un perfil de elucion de la enzima en
el cual se encontré un pico maximo de absorbancia a 280 nm entre las fracciones 19
a 30 (Figura 5). De estas fracciones se determiné la concentracion de proteina y su
pureza se evalu6é en un gel de SDS-PAGE, la que presentd mayor pureza fue la
fraccion 23 (Figura 6). En las otras fracciones se observo una pequeiia banda inferior
que corresponde probablemente a la enzima no glicosilada. De acuerdo con
Nakamura y Hayashi (1974), la enzima glicosilada presenta una mayor resistencia a
la desnaturalizacion debido precisamente a la presencia de los residuos de
carbohidratos. Por todo esto se uso la fraccion 23 para realizar los experimentos de

desnaturalizacion térmica.

D.O. A 280nm
P

[(nNe o.om.-._.
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90
No. fraccion

Figura 5. Cromatografia de exclusion molecular de la GOx de A. niger. La figura muestra el
perfil de elucion de las fracciones obtenidas de la purificacion de la enzima, para lo cual se
utilizé una columna de Sephacryl 200HR como se describe en la metodologia. Se observa un

pico maximo de eluciéon a 280 nm que corresponde a las fracciones 20 a 30.
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Figura 6. SDS-PAGE de la GOx de A. niger de las fracciones correspondientes al pico maximo
de absorbancia. En la figura se muestran los estandares de peso molecular utilizados (M)):
miosina (200,00), B-galactosidasa (116,250), fosforilasa B (97,400), albamina sérica (66,200) y
ovoalbumina (45,000), asi como las fracciones 22 a la 25, de las cuales la fraccion 23 mostré
mayor pureza al observarse una banda inferior mas tenue que en las demas fracciones. Se
utilizé la tincién de Coomassie para la tincién del gel.

7.2 Efecto de la presencia de trehalosa en la cinét  ica de la GOx

La GOx presentd una cinética de saturacion hiperbdlica a 25°C. Los datos de
velocidad obtenidos se ajustaron por regresion no-lineal a la ecuacion de Michaelis-
Menten; los parametros cinéticos calculados (Km= 18.76 MM y Vmax= 33.97 pmoles
glucosa mint mg prot?) fueron similares a los reportados en la literatura (Akhtar et
al, 2002). La presencia de concentraciones crecientes de trehalosa aumenté la
afinidad de la enzima por el sustrato; la Km disminuy6 hasta valores de 11.34 mM de
glucosa (Figura 7 y Tabla 2). Lo cual sugiere un efecto de la trehalosa sobre la
estructura del sitio activo y que la presencia de concentraciones crecientes de
trehalosa aumenta la afinidad de la enzima por su sustrato. En contraste, la falta de
efecto sobre la Vmax indica que los cambios conformacionales de la GOx durante el
ciclo catalitico son de baja magnitud, ya que se ha demostrado que en enzimas con
movimientos de dominios de gran magnitud son inhibidas por la viscosidad generada

por la trehalosa (Uribe y Sampedro, 2003).
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Figura 7 . Cinética de saturacion de la GOx a 25 °C en ausencia y presencia de concentraciones
crecientes de trehalosa (M): O 0, @ 0.1, 1 0.2, m 0.4, A 0.6 y A 0.8. La cinética de la enzima
se siguid empleando el sistema acoplado peroxidasa o-dianisidina como se describe en la
metodologia. Los datos de velocidad obtenidos se ajustaron por regresion no-lineal a la

ecuaciéon de Michaelis-Menten.

Tabla 2. Efecto de la presencia de trehalosa sobre los pardm  etros cinéticos de la

GOxa?25°C
Trehalosa Km Vmax
(M) (mM) (umoles mint mg prot?1)
0.0 18.76 33.97
0.1 11.34 28.87
0.2 11.34 31.00
0.4 11.12 28.40
0.6 15.42 32.39
0.8 13.60 30.24
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7.3 Cinética de la inactivacion térmica de la GOxy el efecto de la trehalosa

La cinética de inactivacion térmica de la GOx fue monofasica (Figura 8A). Las
constantes de velocidad de inactivacion (ki) se obtuvieron ajustando los datos a la
siguiente ecuacién Ar=A-etk") por regresion no-lineal (Figura 8A y Tabla 3). A partir
de 60 °C, la GOx presentd una rapida inactivacion. En este sentido, se sabe que la
termoinactivacion de la GOx se debe a la disociacién del FAD del sitio activo (Gouda
et al, 2003). La presencia de trehalosa (0.6 M) disminuyo a la mitad el valor de la ki a
todas las temperaturas probadas (Figura 8B y Tabla 3), por ejemplo a 65 °C la ki
disminuyé de 8.4 x 102 a 3.5 x 102 min' (Tabla 3). Por lo tanto, la trehalosa

estabiliza a la GOx evitando la disociacién del FAD del sitio activo.
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Figura 8. Cinética de inactivacion térmica de la GOx en ausencia (figura A) y presencia de
trehalosa 0.6 M (figura B). Se muestra la cinética de inactivacion de la enzima a diferentes
temperaturas de incubacion (°C): O 50, @ 55, [J 60, ®m 65, A 70 y A 75 durante 40 minutos. Las
constantes de velocidad de inactivacion (ki) se obtuvieron ajustando los datos a la siguiente

ecuacion Ar=A-etk) por regresion no-lineal.
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Tabla 3. Efecto de la trehalosa sobre la constante de velocid ad de inactivacion
(ki) de la GOX.

Trehalosa (0.6M)

Temp (°C) ki x102mint kix102min -1
50 0.3 0.2
55 0.4 0.2
60 2.7 0.9
65 8.4 3.5
70 35.0 12.8
75 111.8 62.9

7.3.1 Efecto de la trehalosa en la energia de activ acion durante la inactivacion
térmica de la GOx

Durante la inactivacion térmica de la enzima, los resultados demostraron que en
presencia de trehalosa 0.6 M existe un incremento en la energia de activacion (Ea) de
alrededor de 6 kJ/mol como lo muestra el grafico de Arrhenius (Figura 9), lo que
sugiere que en presencia de trehalosa se requiere de mayor cantidad de energia

para que ocurra la desnaturalizacion de la enzima.
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Figura 9. Grafico de Arrhenius de la cinética de inactivacion térmica de la GOx. El grafico
muestra el efecto de la trehalosa en la Ea durante la inactivacién térmica de la enzima. En

presencia de trehalosa 0.6 M la Ea aumentd 6 kJ/mol comparado con la enzima sin trehalosa.

7.4 Efecto de la trehalosa en la cinética del cambi o0 en el CME de la GOx

durante la inactivacion térmica

El efecto de la trehalosa en la estructura de la GOx se evalué por
fluorescencia intrinseca analizando los cambios en el CME a diferentes
temperaturas. EI cambio en el CME de la GOx se siguié en ausencia y en presencia
de trehalosa 0.6 M. En contraste con el estudio de inactivacion térmica, el CME
presentd un cambio hacia el rojo a partir de 45 °C; lo que indica que existe un paso
previo a la pérdida del FAD; posiblemente la formacion de un glébulo fundido. El
cambio del CME por temperatura siguidé una cinética bifasica ya que los datos se
ajustaron a una ecuacion biexponencial (CME; = CMEo + A1-[1 - etk10]+ Az- [1 - e€
k29]) por regresion no-lineal (Figura 102 y Tabla 4). La cinética bifasica describe dos
pasos en el cambio del CME, el primer paso (de mayor amplitud) podria deberse a la

formacion del glébulo fundido y el segundo a la disociacion del FAD (Figura 11). Sin
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embargo, en presencia de trehalosa se observé que, la cinética de cambio del CME
fue monoexponencial ya que los datos se ajustaron a la siguiente ecuacién (CME: =
CMEo + A-[1 - etkt]) (Figura 10B y Tabla 4). La trehalosa disminuye la constante de
velocidad de la primera fase e inhibe totalmente el segundo paso; que

corresponderia a la liberacién del FAD.

A 60 °C el cambio del CME se observa tanto en presencia como en ausencia
de trehalosa (Figura 10A y 10B). En contraste, a esta misma temperatura la actividad
de la GOx es totalmente estable en presencia de trehalosa (Figura 10B). Los
resultados sugieren que la trehalosa inhibe la disociacion del FAD por temperatura

asi como la formacién del globulo fundido en cada uno de los monémeros en la GOx.
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Figura 10. CME de la GOx en ausencia (A) y presencia de trehalosa 0.6 M (B) a diferentes
temperaturas de incubacién (°C): O 50, @ 55, [1 60, m 62.5, A 65 y A 70. Los espectros de
fluorescencia de la enzima se midieron entre 300-400 nm a una longitud de onda de excitacion de
285 nm. Los datos del CME en ausencia de trehalosa se ajustaron por regresion no lineal a una
ecuacion biexponencial (CME; = CMEo + A1-[1 - e+ Az. [1 - etk29]); mientras que en presencia
de trehalosa e ajustaron por regresion no lineal a una ecuacién monoexponencial (CME:= CMEo +

A-[1 - eCk]),
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Tabla 4. Efecto de la trehalosa en la constante de velocidad del cambio

en el CME de la GOx durante la inactivacion térmic  a

trehalosa 0.6 M

Temp (*C) 10'2knlqin 1 10'2kn2qin 1 10'2kr;1in 1 10'2kr$1in 1
50 53+0.1 ND 1.1 +0.04 ND
55 18.0+38 0.7%538 3.0+0.01 ND
60 59.0+55 0.7+3.1 9.8 +0.02 ND
625 98.0+6.1 06x17 22.0 £2.90 ND
65 148.0+6.9 0.9+0.1 34.2 +2.80 ND
70 ND  1.6+0.2 129.8 + 3.60 ND
2FAD

e == (om0 ) — 5

Figura 11 . Modelo de inactivacion térmica de la GOx

7.4.1 Efecto de la presencia de trehalosa en la ene rgia de activacién del cambio

en el CME de la GOx durante la inactivaciéon térmica

Los datos obtenidos durante el cambio en el CME de la GOx muestran que en
presencia de trehalosa 0.6 M hay un aumento en la energia de activacion en la
primera fase de alrededor de 15 kJ/mol en comparacion con la enzima sin trehalosa
sometida a las mismas condiciones (Figura 12), lo que indica que la trehalosa evita la

segunda fase la cual podria ser la completa desnaturalizacion de la proteina.
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Figura 12 . Grafico de Arrhenius del cambio en el CME de la GOx durante la inactivacion térmica.
El grafico muestra el efecto de la trehalosa en la energia de activaciéon (Ea) del cambio en el CME
durante la inactivacion térmica de la enzima. ki O, O + 0.6 M Trh. k> @. En presencia de trehalosa
0.6 M la Ea1 aumento6 15 kJ/mol en comparacion con la enzima sin trehalosa.

7.5 Efecto de la trehalosa en la liberacion de FAD  de la GOx por el aumento de

la temperatura

La posibilidad de que la trehalosa evita la disociacion del FAD de la GOx se
probé de la siguiente manera: la enzima fue suspendida en 2 mL de amortiguador
Pipes 10 mM, pH 7.0, en ausencia y presencia de trehalosa 0.6 M. La temperatura
fue incrementada de 5 a 85 °C a una velocidad de calentamiento de 2.86 °C min™.
Las medidas de los espectros de fluorescencia del FAD (475-600 nm) fueron
obtenidas excitando la proteina a 450 nm. Se observé una intensidad de

fluorescencia maxima a 533 nm la cual fue usada para el andlisis de datos.

Del andlisis de datos obtenidos se observé que la trehalosa fue capaz de

desplazar la disociacion del FAD a mayores temperaturas, la temperatura de



transicion (Tm) paso de 61.3 a 64.3 °C en ausencia y presencia de trehalosa,
respectivamente (Figura 13). Lo cual indica que la estabilizacién de la GOx por
trehalosa se debe al impedimento de la liberaciéon del FAD posiblemente como

resultado de la compactacion de la estructura de la proteina por el disacarido.

e

> 10 (3

™ .U+

P ()

L ~

< &

(] E 0.84

O s

E S

— @© 0.6-

L ¢

T o

c T

G S

2 5 0.41

o C

s 3

g 0.24 O 0.6 M Trehalosa

S T, = 64.29°C

L ® sin trehalosa
0.0- T, =6131°C

50 55 60 65 70 75
Temperatura (°C)

Figura 13 . Disociacién del FAD de la GOx inducido por el aumento de la temperatura en ausencia
y presencia de trehalosa. Los espectros de fluorescencia (476-600 nm) del FAD se obtuvieron
excitando a 450 nm y los valores del pico maximo de emision a 533 nm se utilizaron para obtener
el grafico en ausencia (@) y presencia (O) de 0.6 M de trehalosa. Se realizaron tres experimentos
y solo se muestra uno representativo.
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8. DISCUSION

En la purificacion de la GOx de A. niger comercial para eliminar las trazas de
catalasa que se presentan en las preparaciones comerciales de la enzima (Gouda et
al, 2003), se utilizd6 en principio un gel de Sephacryl S-300HR (rango de
fraccionamiento de 1x10%-1.5x108 M;). Al analizar las fracciones en el gel de SDS-
PAGE se observé una banda inferior en todas las fracciones seleccionadas de la
cromatografia, por lo que se decidio utilizar un gel de Sephacryl S-200HR con un
tamafio de poro mas pequefio (rango de fraccionamiento de 5x103-2.5x10° M;); al
evaluar nuevamente la pureza de las fracciones, éstas volvieron a presentar una
banda inferior pero mas ligera, sin embargo la fraccién 23 mostré una banda inferior
mas tenue en comparacion con las otras fracciones (Figura 6), por lo que se decidi6
tomar esta fraccion para la realizacion de los diferentes experimentos. La presencia

de esta banda inferior se puede deber a la enzima no glicosilada.

En el efecto de la trehalosa en la cinética de la GOx la Km de la enzima
disminuy6 lo que demuestra que la trehalosa mejora la afinidad de la enzima por su
sustrato, sin embargo no se observaron cambios en la Vmax lo que indica que la GOx
no sufre cambios conformacionales importantes durante su ciclo catalitico, ya que se
ha demostrado que la trehalosa es capaz de inhibir en las enzimas los movimientos
(fluctuaciones térmicas) de dominios que las llevan a la desnaturalizacion como lo
demostraron Butler y Falke (1996), y posteriormente lo confirmaron Uribe y
Sampedro (2003) al encontrar que la viscosidad generada por la trehalosa inhibe en
las enzimas los movimientos de dominios de gran magnitud. En este sentido se sabe
gue la trehalosa forma una especie de capsula alrededor de las proteinas y de esta
manera las estabiliza protegiendo su estructura terciara y su actividad (Lins et al.,
2004; Bellocco et al., 2005), lo que lleva a la estabilidad de la enzima en condiciones
de estrés.
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En la cinética de inactivacion térmica de la GOx se observO una clara
proteccion de la trehalosa al disminuir a la mitad la ki en comparacion con la enzima
sin trehalosa lo cual se puede deber a la viscosidad generada por este disacarido, lo
qgue confirma lo observado por Sampedro y Uribe (2004), quienes demostraron que la
constante de velocidad de inactivacién es inversamente proporcional a la viscosidad
del medio; probandose con ésto que el proceso de termoinactivacién de algunas
enzimas es dependiente de la difusion de los dominios en el medio. Por lo tanto, se
puede inhibir la desnaturalizacion de las proteinas aumentando la viscosidad del
medio; lo cual se logra por la presencia de trehalosa entre otros solutos compatibles
(Sampedro et al., 2002). En comparacion, estudios hechos con la enzima RNasa A al
someterla a estrés térmico se observo que la trehalosa la estabiliza mediante un
aumento en la tensidn superficial del medio, que conduce a la hidratacion
preferencial de la proteina (Kaushik y Bhat, 2003), lo que aumentd su resistencia

ante el choque térmico.

Adicionalmente, diversos estudios han demostrado que la trehalosa actia
directamente durante el choque térmico para estabilizar a las proteinas en su estado
nativo y se ha encontrado que, ademas reduce la agregacion de las proteinas que ya
estdn desnaturalizadas, una funcibn que se pensaba era llevada a cabo
exclusivamente por las HSPs. Sin embargo, se ha observado que a altas
concentraciones de trehalosa se inhibe la reactivacion de la proteina desnaturalizada
por moléculas chaperonas. Esto puede explicar porque la degradacion de la
trehalosa por la enzima trehalasa es necesaria para la recuperacion del choque
térmico y de otros tipos de estrés, para que las estructuras celulares sean liberadas
del carbohidrato unido (Singer y Lindquist, 1998a). Esto haria accesibles a las
proteinas y asi promover la renaturalizacion correcta. La energia necesaria para la
renaturalizacién se podria obtener de la hidrdlisis de la trehalosa (Dawes y Senior,
1973).
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En los estudios de actividad y cambios estructurales realizados en la GOx al
someterla a estrés térmico y los efectos de la presencia de trehalosa en el medio, se
observd que este disacarido proporciona una importante proteccion a la enzima al
demostrarse que en presencia de trehalosa se evita la formacion del glébulo fundido
en los monoémeros y la consecuente pérdida del FAD; lo que llevaria a la enzima a la
perdida de actividad (Jones et al., 1982; Ahmad et al.,, 2001). Esto ademas
demuestra que a pesar de que la enzima presenta una alta resistencia al estrés
térmico, ya que solo arriba de los 60°C se observa la salida de la molécula de FAD
de la proteina (Cioci y Lavecchia, 1994), en presencia de trehalosa se incrementé la
temperatura de disociacion del FAD. Al respecto, el efecto estabilizante de la
trehalosa se interpreta como consecuencia del fenbmeno de “exclusion preferencial’
sobre las proteinas (Lin y Timasheff, 1996), ya que ésta no se une a la enzima sino
gue es excluida preferentemente de la capa de hidratacion y ocasiona un estado mas

compacto de la proteina (Sampedro et al, 2002).

Es importante destacar que la enzima es una glicoproteina, al respecto se
sabe que, entre otras funciones importantes de esta porcién de carbohidratos, éstos
proporcionan una significativa estabilidad a la estructura tridimensional de la proteina
(Kalisz et al., 1991), por lo que se utilizo la fraccion de la enzima que presenté mayor
pureza ya que las otras fracciones mostraron una banda inferior que probablemente

corresponde a la forma deglicosilada de la GOx.

En este sentido, se ha observado que la fraccién de carbohidratos de la GOx
contribuye de forma importante a su estabilidad, como lo demostraron Nakamura y
Hayashi (1974) y posteriormente Takegawa et al. (1989). Nakamura y Hayashi
comprobaron que la enzima nativa es mas resistente a la desnaturalizacion térmica
gue la forma oxidada de ésta al someterlas ambas a calentamiento en presencia de
SDS como desnaturalizante con lo que concluyeron que la enzima deglicosilada es
mas susceptible a la desnaturalizacion; asi mismo Takegawa et al. demostraron que

los glucidos unidos a la enzima ayudan a que ésta presente una alta solubilidad en
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agua, esto lo comprobaron al realizar estudios con acido tricloroacético y sulfato de
amonio como desnaturalizantes, observando que con la reduccion de los
carbohidratos de la GOx, la enzima precipita mas rapido que en su forma nativa. Sin
embargo esto no es concluyente ya que en otro estudio realizado con la enzima, al
reducir en un 95% la porcion de carbohidratos mediante su incubacion con
endoglicosidasa H y alfa-manosidasa, no se afect6 la estabilidad de la enzima en
forma importante (Kalisz et al., 1991).
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9. CONCLUSIONES

La presencia de trehalosa en el medio mejora la actividad catalitica de la GOx,
ademas de que, durante su ciclo catalitico no sufre cambios conformacionales

de gran magnitud.

La trehalosa aumenta la estabilidad de la GOx contra la inactivacion térmica.

En los cambios conformacionales que sufre la GOx durante su
termoinactivacion, la presencia de trehalosa inhibe el paso previo a la salida
del FAD del sitio activo (probablemente la formacién de un glébulo fundido) lo
que desplaza la salida del FAD a mayores temperaturas y la consecuente

inactivacion de la enzima.

La presencia de trehalosa evita la exposicion del interior de la proteina y en

consecuencia la liberacién del FAD.
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11. ANEXQS

Anexo 1
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Thermal inactivation and enzyme kinetics of glucose axidase (a FAD dependent erzyme ) were studied
in the absence and presence of trehalose, The inactivation rate constant decreased by up to 50% at tem-
peratures bebween 50 and 70°C in the presence of 0,6 M trehal ose; as a consequence the glucose oxidase
half-life increased. Intrinsic fluorescence spectra showed a maximum center of spectral mass (C5SM) red
shiftof 6.5 nm, Therefore, majorstructural changes seem to be related to glucose cxdd ase thermal inactiva-
tion Trehalose decreased the rate constant for unfolding as monitored by CSM red shift kinetics indicating
that this disaccharide faviors the most compact folded stace, The Ea for unfolding was increased from 204
w 221 kjmal-', 1t is proposed that FAD dissociation is precedad by the exposition of hydrophobic regions,
while the presence of trehalose was able to hinder the release of FAD, Engyme kinetics analysis showed
that trehalose does not affect Vingy but instead decreases Km; as a result erzyme efficiency was increased,
The stabilizing effect of trehalose ina cofactor-dependent enzyme has not been tested to date, Inaddition,
glucose axidase has an enormous commercial importance and therefore, the use of trehalose o stabilize
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glucose oxidase in its multiple applications seems to be promising,

@ 2009 Elsevier BV, All rights reserved,

1. Introduction

Glucose oxidase (EC 1.1.3.4) from Aspergillus niger catalyzes
the oxidation of B-p-glucose by molecular oxygen to B-b-
gluconolactone, which spontaneously hydrolyzes to gluconic acid
and hydrogen peroxide (Frederick et al,, 19907, Glucose oxidase is
a dimer of 160 kDa molecular weight; sach monomer contains a
non-covalently bound FAD molecule, The protein is glycosylated,
containing between 11% and 30% carbohydrates; mostly amino-and
neutral-sugars (Makamura and Koga, 1976; Kalish et al., 1991) Glu-
cose oxidase is of considerable cornmercial importance { Bourdillon
et al, 1988; Tzanov et al,, 2002; Moschou et al,, 2007), however
new applications are limited by its structural instability. In this
regard, some researchers have tried to increase the stability of glu-
cose axidase, e by attaching long polyethylene ghycol molecules
to the protein surface (Seymour and Klinman, 2002, by immobi-
lizing the enzyme to matrices and/or crosslinking to membranes

* Corresponding author. Present address: Department of Molecular Cellular and
Do lopmental Biology, The Universiy of Michigan, 830 Marth University, Ann Arbor,
MI48108, United States Tel: +1 734 647 7964743277 1717 200025114;
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0165- 1656/ - see front matter € 2009 Elsevier BV, All rights reserved,
doi: 10.1016/j jbictec 200903002

and liposomes (Rao et al, 1981; Wang et al,, 2003; Rubio-Retama
et al, 2005; Raufet al,, 2006}, and by adding polyalcohols (glycerol
and sorbitol), mono- and divalent salts or other proteins (Ahmad et
al.,, 2001 Akhtar et al,, 2002; Gulla et al,, 2004, However, not all
these efforts have lead to a proper balance between structural sta-
bility and enzyme activity (Ahmad et al,, 20070; Akhtar et al,, 2002;
Betancor et al,, 2006; Rauf et al,, 2006),

Through evolution, several molecules named compatible solutes
have been selected by their ability to stabilize cellular structures
without affecting function (Singer and Lindquist, 1998; Jain and
Roy, 2008), The disaccharide trehalose (o-p-glucopyranosil-o-n-
glucopyranoside) seems to be one of the best protein stabilizing
compatible solutes found in nature (Sampedmo et al,, 2001; Jain
and Roy, 2008), its stabilizing property is explained by the pref-
erential hydration theory (Shimizu and Smith, 2004; Auton et al,
2008); the ability of trehalose to be excluded from the protein sur-
face and thus, facilitating the interaction between the protein and
water molecules, In addition, it has been proposed that trehalose
increases the stability of proteins by favoring the most compact
folded state, while high viscosity hinders protein domain motions
leading to unfolding (Sampedro and Uribe, 2004; Pradeep and
Udgaonkar, 2007). In the case of glucose oxidase, high structural
stability is required in its many commercial presentations; how-
ever it is also desirable to avoid any deleterious effect on its catalytic
activity. In this regard, the protective ability of trehalose against the
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axidative damage mediated by hyd rogen peroxide (Benaroudj et al,
2001 ) would be an additional property to consider during glucose
axidase stabilization,

In this work, the thermal inactivation of glucose oxidase was
studied in the absence and in the presence of physiclogical con-
centrations of trehalose, At each temperature tested, it was found
that trehalase stabilizes glucose oxidase by decreasing the inacti-
vation rate constant by up to 50%, Furthermore, heat stabilization
of glucose oxidase was related to a decrease in the rate constant
for the red shift of the center of spectral mass (C5M), sugzesting
that trehalose favors the most compact folded state of the protein,
Interestingly, enzyme kinetics analysis showed that high trehalose
concentrations in the reaction media increases enzyme efficiency:
enzyme affinity was increased while Vmax was not affected, It is
suggested that FAD dissociation takes place after exposition of
hydrophobic regions and trehalose presence would inhibit this pro-
Cess,

2. Materials and methods
2.1, Materials

Glucose oxidase type X-5 from A, niger, o-dianisidine, trehalose,
glucose and horseradish peroxidase were from Sigma Chemical Co
{5t Louis, MO}, Sephacryl 200HR was from Amersham Pharmacia
Biotech (Uppsala, Zweden), All other reagents were of the highest
quality available commercially,

2.2, Glucose oxidase purification

The enzyme was purified from the commercial suspension
essentially as described by Gouda et al, (2003 ) using size exclusion
chromatography in a Sephacryl 200HR column, Protein (5mg) was
loaded in a pre-equilibrated column with 20 mM phosphate buffer,
pH 7.0, Elution was performed with 20 mM phosphate buffer, pH
7.0, TmM ECTA, and a flow rate of 10ml/h, To obtain the elution
profile, fractions { 1 mljwere collected and analyzed for absorbance
at 280 nm, Highly absorbing fractions were analyzed for protein
content and purity, Prot2in concentration measurements Were per-
formed by the method of Lowry et al, (1951 ) using BSA as standard,
Protein purity was determined by SDS-PAGE and stained with
Coomassie brilliant blue, Fractions containing a highly pure protein
were used for spectroscopic and enzyme kinetics experiments,

2.2, Enzyme kinetics

Glucose oxidase saturation kinetics were performed at 25:C
using a peraxidase coupled assay, Briefly, glucose oxidase (1,57 pg
protein in 20 plywas added to 2,5 ml 100 mM phosphate buffer, pH
6.5, dianisidine (0.1 ml e-dianisidine 1% in 12 ml phosphate buffer,
pH 6.5), 6.6 g ml-! oxygen saturated peroxidase and increasing
concentrations of glucose mutarotated by at least & h, Trehalose was
added at the indicated concentration from a 1 M stock solution, The
reaction mixture was preincubated for 10 min at the assay tempera-
ture before adding the enzyme. The absorbance increase at 460 nm
was followed by 4 min in a UVfvis Shimadzu 1601 spectropho-
tometer equipped with a thermostated cell, Reaction velocity was
calculated from the slope of the line formed.

24. Thermal inactivation kinetics

The effect of tre halose on glucose oxidase inactivation was tested
at different temperatures ranging from 50 to 70°C, Briefly, the
enzyme was incubated in 20mM phosphate buffer, pH 6.0, Tre-
halose (0,6 M) was added from a 1 M stock solution prepared in the
same phosphate buffer. After adding the enzyme, the suspension

was gently mixed and an aliquot {5 pl) was removed each minute
and immediately assayed for activity using the enzyme coupled
assay described above in the presence of 50 mM glucose,

25, Center of speciral mass red shift kinetics

The kinetics of centerofspectral mass red shift (CSM, the average
emission wave number) for glucose oxidase at different tempera-
tures ranging from 50 to 70+C were obtained in the absence and
presence of 0,6 M trehalose, Briefly, glucose oxidase was suspended
in2 mlof 10 mM pipes, pH7.0, and 0,6 M trehalose was added when
indicated from a 1 M stock solution, Intrinsic fluorescence spectra
(300-400 nm) were recorded each minute after exciting the protein
at 285 nm, A Shimadzu RF5301 spectroflucrophotometer equipped
with a thermaostated cell chamber and constant stirring was used
for all fluorescence assays.

26 Thermal inactivation kinetics

Glucose oxidase thermal inactivation kinetics at a given tem-
perature and in the absence and presence of trehalose were
analyzed using the two-state mechanism (M« L), Residual activ-
iy was plotted versus incubation time and ficeed to Eq, (1) by
nonlinear regression using the iterative software Microcal Origin®™
(Morthampton, MA) (Henley and Sadana, 1986),

Ap=A=x EKD"""" 1 (1

where Ag is the residual activity at time (), A is the amplitude of the
inactivation process and k; is the apparent rate constant for enzyme
inactivation.

2.7, Thermal unfolding kinetics

The CSM red shift kinetics was analyzed as follows: the fluores-
cence spectra were quantified using Eq. (2] to abtain the CSM( Ruan
et al, 20007,

EhF;
LF;
where 4, is the wavelength and F, is the fluorescence intensity at
a given wavelength, The CSM red shift kinetics at a given incuba-
tion temperature and in the absence and presence of trehalose was

studied by fitting the data to Eq. (3) by nonlinear regression,

CSM = CSMg + A = expl—tosm =) (3]

where CSMg is the CSM of glucose oxidase at time zero, t is the
incubation time, A is the amplitude of the process and kegyy is the
rate constant for CSM red shift,

SM= (2]

2.8 Enzyme kinetics

Initial velocities for glucose oxidation versus substrate concen-
tration were plotted and fitted to the Michaglis-Menten equation
(Eq. (41) by nonlinear regression,

Vs % 5
[
where 1y is the initial velocity at a given substrate concentration,
Vinax 15 the maximum wvelocity of the enzyme catalyzed reaction,
K is the substrate concentration when vg = 1/ 2V ;.. The enzyme

efficiency was defined as the ratio of ¥V, /K .

The energy of inactivation (E; ) for glucose oxidase thermal inac-
tivation and CSM change in the absence and presence of trehalose
was obtained by linear regression of the data using the Arrhenius
equation (Eq.(5)).

g = (4]

k=Ap= EXD"_E‘-':R'-' (5)
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Fig. L Purification of commercial glucose axidase from Aspergifius miger. (A) Elution
profile of glucose meidase on a Sephacry 200HR column, The ez yme (5 mg proteing
was loaded and eluted with 20 mi phosphate buffer, pH 7.0, 1 mM EGTA, and 10mlih
flow rate. Fractions (1 mil) were collected and analyzed for absorbance at 280 nm.
{ B) Highly absorbing fracticns were analyzed for protein content and purity in SD5-
PAGE.

where k is the inactivation rate constant (k,) or the rate constant for
the CSM change (ks ). R is the gas constant (8,314 mol-1K-13, T
isthe absolute temperature and Ay is a constant,

3. Results and discussion

Clucose oxidase was purified using a Sephacryl 200HR chro-
matographic colurmnn (Fig, 1A) and enzyme purity was evaluated by
SDS-PAGE (Fiz, 1B}, Inthe protein elution profile a single main peak
absorbing at 280 nm was observed (Fig, 1A), However, it was found
that most of the fractions composing the peak showed a slightly
contaminated enzyme and only one fraction (F23) was constituted
of pure glucose oxidase (Fig. 1B The calculated kinetics parame-
ters for F23at 25 °Cwere Vg, = 23.97 £0.43 pmol min—! mg prot!
and Km=1876+063 mM, In this regard, Ky was similar to that
reported for pure glucose axidase, while Vma: was 2-3 times higher
(Zhuet al,, 2006}, Further, the UV /vis absorption spectrum for F23
wias obtained and the calculated absorption ratio 280 nm/450nm
was 1028, in good agreement with the stated value of 103 for a
pure glucose oxidase (Johnson et al, 1989), In addition, in a 10 M
glucose oxidase solution (1.6 mgml-') prepared from F23, the FAD
concentration was 216 pM as quantified by using a molar extine-
tion coefficient (£) of 14100 M~' cm~" at 450 nm (the ¢ value for
a FAD bound glucose oxidase; Swodoba and Macey, 1965}, thus,
the relationship FAD:glucose oxidase in F23 was 2:1 (or one FAD
per monomer ). Therefore, F23 was used to perform both thermal
stability and enzyme kinetics studies,

Glucose oxidase thermal inactivation kinetics was studied at dif-
ferent temperatures (50-70°C), Thermal inactivation displayed a

single exponential decay at all tested temperatures (Fig 2}, Inac-
tivation data fitted well to Eg. (1) by nonlinear regression and
kinetic parameters were obtained, The observed one-step inac-
tivation process was in agreement to the proposal that thermal
inactivation occurs upon FAD dissociation (Gouda et al, 2003}, In
this regard, the inactivation rate constant (k) was increased from
0334004 % 10-2min~" at 50°C to 11181 +£097 = 10-2 min-! at
70°C(Fig. 2A, Table 1), Remarkably, the half-life (iyz ) was dimin-
ished from 210 min at 50°C to 0,61 min at 70°C (Table 1) These
results illustrate the extreme thermal structural instability charac-
terizing glucose axidase,

The disaccharide trehalose is accumulated in yeast and other
arganisms in response to high environmental temperatures (Jain
and Roy, 2008}, Some authors have showed that trehalose is able
to stabilize enzymes from heat induced inactivation (Sampedro et
al,, 2001 ). Therefore, glucose oxidase thermal inactivation kinetics
wasstud ied inthe presence of 0,6 M trehalose; this is the concentra-
tion in yeastcytoplasm during stress { Hottiger et al,, 1984, Clucose

Residual activity (% control)

—
m
=

Residual activity (% control)

Time (min)

Fig. 2 Thermal inactivation of glucose meidase. Thermal inactivation kinetics was
performed atdifferent tzmperatures by suspending the erzymein 20 mM phosphate
buffier, pH &0, in theabsenoez (4) and presenced B of 0.5 M trehalose, Analiquotis pl)
was remeved each minute and immediately assayed for activity at 25°C using the
peroxidase coupled assay containing S0mM glucose as substrate, Incubation tem-
peTatures (*C) were: () 50:(#)55; (O)S0; (m) 62.5:(4) 63 and (4] 70, Inactivation
datawere fitted to Eq. (1) by nonlinear regression to obtain the &, (Table 1)
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Table 1
Effzct af trehalose on thermal inactivation of glucos: oxidase fromAspergiiius mger,

Temperature (+C) & (10-2min-'}  fpimin)  Trehaloss (0.6M)
k(102 min')  tyz (min)

a0 033 +004 21000 022 % 0,01 315.00
35 037 007 187.29 023 0,06 301,30
a0 270025 25686 1.00 + 0.03 69,30
625 B28 £ 048 B.36 3,49 4 0,09 1285
65 3503 £ 131 1.97 1276 £ 0.53 5.43
70 11181 £ 097 051 6292 4 104 1.10

2 Eq. (1) was wsed to caleulate the inactivation rate constant (k) and half-life (fz 1

oxidase thermal stability was increased by the presence of physio-
logical concentrations of trehalose in the incubation media (Fig. 2B).
Thermal inactivation data were analvzed by nonlinear regression
and it was found that the k was largely decreased to half the valuss
abserved in the absence of trehalose (Fig. 2B and Table 1), i.e, at
70°Citwas 6292+ 1.04 > 10-2 min—", The increase in thermal sta-
bility mediated by trehalose was also observed asa twofold increase
in the ty;; (Table 1), e.g. at 80°C, typ was increased from 25.66 to
59,30 min in the absence and presence of 0,6 M trehalose respec-
tively, This result is of considerable importance as a long shelf life
is highly desirable for commercial preparations of enzymes, The
activation energy (Ea) of the deactivation process was also calcu-
lated and it showed a slight increase in the presence of trehalose;
Ea=262K mol~" and Eyjp s trebalose; = 268 k] mol-! {Fig, 3). The E,
value was in agreement with those obtained in other independent
studies (Zolddk et al., 2004),

Large fluctuations on glucose oxidase structure were also stud-
ied at high temperature, It is known that when proteins unfold they
usually show a CSM red shift that is related to an increased polarity
in the surroundings of tryptophan residues (Dumoulin et al., 1999,
Therefore, the CSM red shift kinetics for glucose oxidase at differ-
ent incubation temperatures was analyzed, Interestingly, glucose
oxidase displayed a CSM red shift at the same temperatures where
thermal inactivation take place (Fig, 4) thus suggesting that major
structural changes are related to glucose oxidase inactivation, The
kinetics fior CSM red shift was analyzed by fitting the data by non-
linear regression to the single exponential Eq, (33 CSM red shift

(A)
346
T e
H
.‘E
]
LERETTE
34z
T T T T T T
1] 2 4 ] 8 10
Time {min)
{B)
348
347
E 346 -
=
3
O 345 -
344
ST
343 T T . T r
a 2 4 8 8 10
Time {min)

Fig. 4. Center of spectral mass (CSMired shift kinetics, The glucos: oxidase C5M red
shift kinetics was obtained at different temperatures inthe absencel A) and presence
(B} of 0.6 M trehalose, Slucose oxidase was suspended in 2 ml of 10 mM pipes, pH
70, and 0.6 M trehalose was added when indicated from 1 M stock solution, Intrinsic
flucreszence spectra (300-400 nm) were recorded each minute upon exciting the
protein at 283 nm. Incubation temperature (<Ck () 50; (@) 55: (00 60; (m) 62.5;
{4) 85 and (&) 70, 30 12d shift datawers fitted to Eq. (3] by nonlinear regression
to obtain the kxsy value at each incubation temperature,

kinetics data fitted well to Eq, (31 (Fiz. 4A) and the rate constant for
CSM red shift (kisp ) was calculated at each temperature, The max-
imum C5M red shift amplitude observed was 6.5nm (Fig. 4) and
the kespy was dramatically increased from 5,3 £0.1 3 10-2 min-1 at
50=C to 1486 £5,60 « 10-2 min-! at 65 =C (Table 2} The possibil-
ity that glucose oxidase thermal inactivation could be due to dimer
dissociation is ruled out as it has been observed that the thermally

Table 2
Effect af trehalos: on thermal unfolding of glucose cxidase from Aspergifus niger,

Temperature (“C) Kee (10 min=! b Trehalose 0.6M

g (102 min-1)
290 205 3_‘00 3 Ij!'; 0 533x01 11 £ 004
3 55 180+38 jo£om
14 Temperature (10 K) ] 59.0+55 o8 £ 002
625 8.0+ 610 2204 290
Fig. 3. Arrhenius plot for thermal inactivation of glucos: axidase, The E, was al- [ 1456 £ 550 343 £ 2E0
culated from the slope of the line abtained by linear regression of the data using 70 HD 1208 + 3.60

Eq. {30, Inactivation rate constant & () in the absence and (®) presence of 05M
trehalose. The calculated E, for glucose axidase thermal inactivation was 262 and
268k mol-! in the absence and presence of 0.6M trehaloss, respectively,

* C5M was caloulated using Eq. (20,
b Red shift rate constant was calculated using Eq. (3,
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Tahle 3
Effect of trehalose en the kinetic parameters of glucose oxidase from Aspergiil

Wiger at 25409,

Trehalose (M) Ky, (mM) Ve (A1 -1 mig prot-1) Ve K (emicl min-1 mg prot-1 ma-1)
] 1876 + 0.63 33,97 £ 043 1.81
ol 11.34 & 0.95 28,87 £ 0.71 254
02 12,67 + 0.82 3238 £ 0,65 2.51
04 1112 4+ 078 28,40 + 0,60 255
s 1242 £ 0.28 3239061 280
08 13,60 4 054 30,24 + 026 222

4 Eq. (4) was used to calculate the kinetic parameters Ky, and Vs,

inactivated enzyme is a homodimer and therefore independent of
protein concentration { Result not shown, Zoldik et al, 2004,

In solution, trehalose inhibits protein domain motions (Pradeep
and Udgaonkar, 2007 ) and this effect has been related to its pro-
tein stabilizing property (Sampedro et al, 2001} In this regard,
protein unfolding is a process where large structural changes usu-
ally take place {Jaenicke, 2000), Therefore, it was hypaothesized
that the presence of trehalose would have an effect on the rate
of C5M red shift in glucose oxidase that would be related to the
increased thermal stabilization observed in Fig. 2B, Interestingly, in
the presence of 0.6 M trehalose the kegy wasdiminished at all tem-
peratures tested (Table 2, ie, at 65+C and 0.6 M trehalose, kegy
was 3424280 « 10-2min-!, Notably, the sole presence of tre-
halose in the media induced a slight CSM red shift in the native
glucose oxidase; CSM changed from 341.5 to 343.5nm in the pres-
ence of 0.6 M trehalose (Fig. 4), Therefore, trehalose per se has an
effect on glucose oxidase structure as revealed by the change in its
overall spectral absorbance property; this result was in agreement
with the observed effects of compatible solutes on protein struc-
ture {Coelho-Sampaio et al, 1994; Dashnau et al, 2005), The E, for
glucose oxidase unfolding was increased from 204 to 221 kJ maol-!
by including trehalose in the incubation media (Fig. 5), Interest-
ingly, the E; for thermal unfolding in the absence of trehalose was
42 k] mol-1 lower than that obtained for the thermal inactivation,
Overall, our result suggests that in the glucose oxidase thermal inac-
tivation process the protein core is first exposed, probably forming a
molten globule-like structure as described by some authors (Zolddk
et al, 2004) and then FAD dissociates from active site, Therefare,

=1
|

g (1072 min )

T v T T T v T
2.95 .00 3.05 310
1/ Temperature (102 K)

Fig. 5. Arthenius plot of the C red shift reaction for glucose oxidase, The E, was
calculated from the line slope obtained by lingar regression of the data using Eq. (31,
ks () in the absence and (O presence of 05 M trehalese, The caloulated £, for
gluose cxidase C5M red shift reaction was 204 and 221 kjmal-! in the absence and
presence of 0.6 M trehalose, respectively

trehalose seems to inhibit major structural motions preventing
core exposition and thus FAD release and enzyme inactivation,
Honetheless, the effectiveness of three-dimensional structure sta-
bilization may depend also on some characteristics of proteins,
e.g, the hydrophobic/hydrophilic and surface electrostatic charac-
ter, and the mechanism of interaction withcompatible solutes | Pace
et al., 2004,

Hampering of protein structural fluctuations by trehalose has
been related to enzyme inhibition and prevention of ligand release
in domain-motion dependent enzymes (Sampedne and Uribe,
2004; Cordone et al,, 20051 For glucose oxidase, it was found that
enzyme activity was not inhibited by increasing trehalose concen-
tration in the reaction media (up to 0,8 M) (Fig, 6) as Vi, remained
nearly constant (Table 3), This result suggests that large domain
motions are probably absent during catalysis in glucose oxidase
{Haouz et al, 2001), In contrast, it was observed a slight increase
in the enzyme affinity for substrate, ie, the K, decreased from
18,76 £0.63 to 13,60+ 0,64 mM in the presence of 0.8 M trehalose,
Thus, the effect of trehalose on K, resulted in increased catalytic
efficiency (Table 3) from 1.81 to 2,22 pmol min—! mg prot-! mh-!
in the presence of 08 M trehalose, Therefore, trehalose favors
the interaction with substrate in the glucose oxidase binding
site or stabilizes the enzyme-substrate complex, This proposal is
in agreement with the observation that under native conditions

20

151

10+

Glucose oxdase achivity
(1imoles glucose min-! mg prot)

1] § 10 18 20
[glucose] mi

Fig. & Glucose oxidase kinetics in the presence of different concentration of tre-
halese. Enzymnie kineticswas performed byusing a peroxidase coupled assay: glocese
widase {157 wg protein in 20 ) was added to 2.5ml 100 mi phosphate buffer,
pH 6.5, o-dianisiding (0.1 m] o-dianisidine 1% in 12 ml phosphate buffer, pH 6.5),
6.6 g mi-! peroxddase, cegpgen saturated, and increasing concentrations of glucose
mutarotated by at least 6h, trehalese was included ar the indicated concentration.
The increase in absorbance at 460 nmwas followed inspectrophotometer equipped
with a thermestated cell. Temperature was maintained at 25°C. Reaction velocity
was calculated from the slope of the line farmed. Trehalose concentrationd MY ()
0: (@) 01 (0) 0.2 (m)04d; (&) 0.6 and (&) 0.8, The mean of three experimen
showed, SDwerne less than 5% Datawere fitted to Eq. (4) by nonlinear regression.
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trehalose and sucrose induce a compactness of the ribosomal pro-
tein 56 (Chenetal,, 2006), In contrast to our results other stabilizing
solutes tested, such as mono- and divalent salts and proteins,
inhibit glucose oxidase activity or promote unfolding when used
at high concentrations {Ahmad et al., 2001; Akhtar et al,, 2002,
These effects are due to the intrinsic property of mono- and diva-
lent cations to bind tightly to the protein surface (Akhtar et al,
2002), Therefore, a proper stabilizing additive would be required
in order to avoid both an undesirable effect on both protein struc-
ture and function (Jaenicke, 2000, Trehaloss seems to fulfill these
requirements, thus explaining why this disaccharide was selected
by nature to stabilize cellular structures (Jain and Roy, 2008,

Glucose axidase is mainly intended to be used in solid supports,
In this regard, multipoint covalent attachment has been proved to
be the most effective immobilization method for stabilizing glucose
axidase (Betancor et al,, 2006; Rauf et al,, 2006), This system acts
by preventing subunit dissociation and decreasing inactivation by
intrasubunit crosslinking (lyer and Ananthanarayan, 2008 ). How-
ever, it has been found that glucose oxidase may be largely affected
upon linking, i.e, a loss of up to 50% activity or a negative effect on
the kinetics parameters (Km and Vimax) may be obszrved after the
entrapment procedure (Betancor et al,, 2006, Rauf &t al,, 2006}, In
this regard, it would be interesting to test the use of trehalose in
combination with some of the most successful entrapment meth-
ods, eg, the synthesis of trehalose-based polymers, where the
trehalose molecules are covalently linked to the matrix to provide
to the entrapped enzyme the stability required for its use under
harsh conditions and/or during long term storage (Teramoto et al,,
2008),

Clucose axidase has an enormous commercial importance,
applications are found in textile industry as fiber bleaching, in
food industry as a preservative, in fermentation industry in the
production of gluconic acid, in medical diagnostics as analytical
tool in glucose detection kits, and in environmental monitoring
(Bourdillon et al,, 1988; Tzanov et al, 2002; Moschou et al, 2007
Wong et al, 2008), Irreversible thermal inactivation of glucose
oxidase seems to occur by a loosening of the protein core pre-
ceding FAD release, Trehalose increased the thermal stability of
glucose oxidase by decreasing both the rate constant for inactiva-
tion and unfolding: as monitored by CSM red shift, Trehaloss seems
to be an appropriate stabilizing additive for glucose oxidase as no
undesirable effects were observed on either protein structure or
function, indeed trehalose increased enzyme affinity for substrate
and thus catalytic efficiency, Further, the protective ability of tre-
halose against oxidative damage mediated by hydrogen peroxide
{Benaroudj et al,, 2001 would be an additional reason to opt for
trehalose as a potential stabilizer for glucose oxidase, Although,
the use of trehalose has been limited primarily to the laboratory
handling andfor purification of labile enzymes (Sampedno et al,
2007, the stabilization of glucose oxidase by trehalose in its mul-
tiple applications seems to be promising.
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INACTIVACION TERMICA DE LA GLUCOSA OXIDASA DE
Aspergillus niger
FPaz-Alfaro K.J., Ruiz-Granados Y. .G, Ngjera-Pefia H. y Sampedro J.G.

Area Académica de Nutricién. Instituto de Ciencias de la Salud. Universidad
Autonoma del Estado de Hidalgo. Abasolo 600, col. Centro. CP 4200. Pachuca,
Hidalgo. México. Tel 01(771)7172000 ext. 5114. CE: jg.sampedro@gmail com
INTRODUCCION

La muerte celular por estres se sabe esia relacionada a la
desnaturalizacion proteica. Algunos organismos han desarrollado una serie de
mecanismos que le permiten vivir en estas condiciones adversas (1) La
respuesta general al estrés incluye la sintesis de algunas enzimas
antioxidantes, proteinas de choque térmico (hsp) y la acumulacion de solutos
compatibles (2).

Los solutos compatibles son pequefias moléculas que se acumulan en el
citoplasma en diferentes condiciones de estrés. La trehalosa, glicina betaina,
manosil glicerato y el glicerol se acumulan en organismos tan variados como,
las bacterias, levaduras, plantas y crustaceos (1). En este sentido se ha
demostrado que la trehalosa es capaz de estabilizar a las proteinas contra el
dafio ocasionado por temperatura, deshidratacion, presion y radicales libres (3).
La estabilizacion de enzimas por trehalosa resulta en una disminucion en la
constante de velocidad de la inactivacion y en la k. (4,5). Por lo que se
observa una dependencia directa de estas constantes de wvelocidad con la
viscosidad del medio (5). Por lo anterior se propuso que toda reaccion en
proteinas que contenga un componente difusive seria inhibida por un aumento
en la viscosidad del medio de acuerdo a la teoria de Kramers (5).

La enzima glucosa oxidasa (GOD) de Aspergiius niger es un
homodimero con un peso molecular de 160 kDa y se encuentra altamente
glicosilada (16% peso/peso) (6). La GOD contiene dos grupo prosteticos de
FAD, los cuales estan fuertemente pero no covalentemente unidos. El FAD
participa en la reaccion de oxidacion-reduccion (glucosa + O;—é-
gluconolactona) que lleva a cabo la enzima. La glucosa oxidasa es una enzima

gue presenta una alta resistencia a la desnaturalizacion; se sabe que la



inactivacion térmica se debe principalmente la liberacion del FAD (7). El
objetivo del trabajo es estudiar el efecto de la trehalosa en la inactivacion
térmica de la GOD.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos: los reaclivos ulilizados para los diferentes experimentos
incluyendo la GOD, fueron adquiridos de Sigma Chemical Co.

Purificacion de la glucosa oxidasa. La GOD (Sigma Chemical Co.) fue
purificada por cromatografia en columna (Sephacryl 200HR). La GOD se cargo
en la columna y se eluyd con EGTA 1 mM en amortiguador de fosfatos 20 mM
{pH 7.0} a una velocidad de flujo de 10ml/hr. Se colectaron fracciones de 1 mly
se midid la absorbencia a 280 nm. Posteriormente, se determind la
concentracion de proteina (método de Lowry, con BSA como estandar) en las
fracciones del pico maximo. La pureza de las fracciones se evalud por SDS-
PAGE. Para los experimentos de inactivacién térmica se empled la fraccion
mas pura.

Efecto de la presencia de trehalosa en la cinética de la GOD. La cingética de
saturacién de la GOD fue determinada colorimetricamente empleando un
sistema acoplado peroxidasalo-dianisidina a 30°C: 3 ml vol. final conteniendo
o-dianisidina (0.1 ml de o-dianisidina al 1% en 12 ml de amortiguador de fosfato
de potasio 0.1 M pH 65; saturado con oxigeno,) peroxidasa (6.6 pg/ml) y
diferentes concentraciones de glucosa. La mezcla de reaccién se preincubd por
10 min a 30° C, posteriormente la reaccion se inicio agregando 20ul de GOD
{1.57 ug de prot.). El aumento de la absorbencia a 460 nm se siguid por 4 min y
de la pendiente de la linea formada se calculd la velocidad de catalisis. El
efecto de la trehalosa sobre la actividad de la GOD se determino incluyendo
diferentes concentraciones de trehalosa (M: 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8) en la mezcla
de reaccion.

Inactivacién térmica de la GOD. La inactivacion térmica en presencia y
ausencia de trehalosa se obtuvo a diferentes temperaturas (50,55,60,65,70
y75°C). La incubacion de la GOD (43 ug de prot.) se realizo en amortiguador
de fosfatos 20mM (pH 6.0) en ausencia y presencia de 0.6 M de trehalosa. La
actividad residual de la GOD se determiné tomando alicuotas de SHul a

diferentes intervalos de tiempo durante 40 minutos.
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Efecto de la trehalosa en los cambios de centro de masa espectral de la
GOD durante la Inactivacién térmica. Los espectros de fluorescencia se
obtienen en un espectrofluorémetre en una celda de 10 mm de paso de luz con
control de temperatura. A diferentes temperaturas (45, 50, 55, 60, 62.5, 65, 70
y 75), el espectro de fluorescencia (300-400 nm) de la GOD (43 ng prot.)
suspendida en Pipes 10mM (pH 7.0), se obtuvo excitando la proteina a 285 nm
en presencia y ausencia de trehalosa (0.6M). El espectro de fluorescencia de la
GOD se obtuvo cada minuto durante 30 min. El cambio de centro de masa
espectral (CME) se obtuvo de acuerdo a la  siguiente
ecuacion:CME =XA4, « F, /ZF, .

OBJETIVO

Estudiar el efecto de la trehalosa en la cinética de inactivacidn térmica de la
glucosa oxidasa.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

En el perfil de elusion en la columna de sephacryl 200HR se encontro un pico
de absorbencia a 280 nm entre las fracciones 19 a 30 (Fig. 1). Para estas
fracciones se determind la concentracién de proteina y la pureza en un gel de
SDS-PAGE. En este gel la fraccion 23 fue la que presenté una mayor pureza
(Fig1). El resto de las fracciones presentaron una pequefia banda inferior que
corresponde probablemente a la enzima no glicosilada. Se sabe que la enzima
glicosilada presenta una mayor resistencia a la desnaturalizacion debido
precisamente a la presencia de los residuos de carbohidratos como se ha
reportado (7). Por lo tanto se escogid la fraccién 23 para llevar a cabo los
experimentos de desnaturalizacién térmica.

La GOD presentd una cinética de saturacion hiperbolica a 25°C. Los datos de
velocidad obtenidos se ajustaron por regresion no-lineal a la ecuacion de
Michaelis-Menten; los parametros cinéticos calculados (K= 1876 mM y V=
33.97 mmoles glucosa min™ mg prot”) fueron similares a los reportados en la
literatura (6). La presencia de concentraciones crecientes de trehalosa aumento
la afinidad de la enzima por el sustrato; la K., disminuyd hasta valores de 11.34
mM de glucosa (Fig. 1 y Tabla 1). Lo cual sugiere un efecto de la trehalosa
sobre la estructura del sitio activo. En contraste, |a falta de efecto sobre la Vinay

indica que los cambios conformacionales de la GOD durante el ciclo catalitico
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son de baja magnitud. Ya que se ha demostrado que en enzimas con

movimientos de dominios de gran magnitud son inhibidas por la viscosidad

generada por la trehalosa (5).
N, (kDa)
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Figura 1. Perfil de elusion de la GOD y SDS-PAGE de

las fracciones.
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Figura 3. Cinética de la GOD en
ausencia vy presencia de
trehalosa.
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Tabla 1. Efecto de la presencia trehalosa sobre [0s parametros
cinéticos de la GOD a 25°C

Trehalosa Ko Vonas
(M) (mm) {mmales min™ mg prot™)
0.0 18.76 33.97
0.1 11.34 28.87
0.2 11.34 31.00
0.4 11.12 28.40
06 15.42 32.39
0a 13.60 30.24

La cinética de inactivacion térmica de la GOD fue monofasica (Fig. 44). Las
constantes de velocidad de inactivacion (k) se obtuvieron ajustando los datos a
la siguiente ecuacion Az=A-e™" por regresion no-lineal (Fig. 4A vy tabla 2). A
partir de 60°C, la GOD presento una rapida inactivacion. En este sentido, se
sabe gue la termoinactivacidn de la GOD se debe a la disociacién del FAD del
sitio activo (7). La presencia de trehalosa (0.6 M) disminuyd a la mitad el valor
de la k a todas las temperaturas probadas (Fig 4B y tabla 2), por ejemplo a
65°C la k disminuyo de 8.4 x 107 a 3.5 x 107 min™ (tabla 2). Por lo tanto, la
trehalosa estabiliza a la GOD evitando |la disociacién del FAD del sitio activo. El
efecto de la trehalosa en la estructura de la GOD se evalud por fluorescencia
intrinseca analizando los cambios en los centros de masa espectral (CME) a
diferentes temperaturas.

Actividad Residual GOD
i del original
(% de onginal)

Actividad Residua GOD

) (i 10 20 30 40
tiermpo {min) tiempo (min)

A B

Figura 4. Termoinactivacién de la GOD en ausencia (A) y presencia de
trehalosa (B). Temperatura de incubacion (*C). © 50, @ 55, O 60, m 65, & 70
y A 75
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Tabla 2. Efecto de la trehalosa sobre 1a constants de
velocidad de inactivacion (k) de la GOD.
Trehalosa (0.6M)

Temp (°C) kK x10%min” K x10%min™
50 0.3 02
55 04 02
G0 27 09
65 B4 35
70 35.0 12.8
75 1118 629

El cambio en el CME de la GOD se siguid en ausencia y en presencia de
trehalosa (0.6 M). En contraste con el estudio de inactivacion térmica, el CME
presentd un cambio hacia el rojo a partir de 45°C; lo que indica que existe un
paso prevido a la pérdida del FAD; posiblemente la disociacién de los
monomeros. El cambio del CME por temperatura siguid una cinética bifasica ya
que los datos se ajustaron a una ecuacién biexponencial (CME;= CME; + A1
- e+ Ax- [1 - e 9)) por regresion nodineal (Fig. 5A). La cinética bifasica
describe dos pasos en el cambio del CME, el primer paso (de mayor amplitud)
podria deberse a la disociacién de los monémeros y el segundo a la disociacién
del FAD_ Sin embargo, en presencia de trehalosa la cinética de cambio del
CME fue monoexponencial (CME: = CME, + A1 - ™)+ (Fig. 5B). La
trehalosa disminuye la constante de velocidad de la primera fase e inhibe

totalmente el segundo paso; gue corresponderia a la liberacién del FAD.
2FAD

S ON O N RS

A 60°C el cambio del CME se observa tanto en presencia y como en
ausencia de trehalosa (Fig. 5A y 5B). En confraste, a esta misma temperatura
la actividad de la GOD es totalmente estable en presencia de trehalosa (Fig.
4B). Los resultados sugieren que la trehalosa inhibe la disociacién del FAD por
temperatura y disminuye la velocidad de disociacién de los monémeros en la
GOD.
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CME de la GOD (L nmj

CME de la GOD (% nmj)
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Figura 5. Centro de masa de la GOD en presencia v ausencia de trehalosa.

Temperatura de incubacion (°C): C 45, @ 50, O 55, W60, & 62.5 v A 65,
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Anexo 3
Preparacién de las soluciones empleadas en el

desarrollo experimental
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3.1 SOLUCIONES PARA LA CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION POR TAMANO
DE LA GOx

3.1.1 Amortiguador de fosfatos 20 mM pH 7.0:
* Pesar 1.361 g de Fosfato de potasio monobasico (KH2PO4) y disolver en
450 mL de agua destilada
» Ajustar el pH con KOH afadiéndolo gota a gota
e Aforar a 500 mL con agua destilada
3.1.2 Solucion de EGTA y amortiguador de fosfatos 2 0 mM pH 7.0 (dilucion
1:1000):
* Mezclar 0.4 mL de EGTA 1 M con 399.6 mL de amortiguador de fosfatos
20 mM pH 7.0.

NOTA: El EGTA se utiliza para evitar la proliferacion de microorganismos.

3.2 SOLUCIONES PARA EL METODO DE LOWRY

3.2.1 Solucion A:
* Pesar 0.5 g de sulfato de cobre pentahidratado y 1 g de citrato de sodio
dihidratado
» Disolver y aforar a 100 mL con agua destilada
3.2.2 Solucion B:
* Pesar 20 g de carbonato de sodio y 4 g de hidréxido de sodio
» Disolvery aforar en 1 L de agua destilada
3.2.3 Solucion C:

* Mezclar 1 mL de la solucion A con 50 mL de la solucién B
NOTA: Esta solucién se prepara al momento de emplearse.
3.2.4 Solucion D:

* Diluir 10 mL de Folin-Ciocalteau en 10 mL de agua destilada
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3.3 SOLUCIONES PARA SDS-PAGE

3.3.1 Solucidn de acrilamida 30%/ bisacrilamida 2.6  7%:
» Pesar 29.2 g de acrilamida y 0.8 g de bisacrilamida

» Disolver y aforar a 100 mL con agua destilada

Informaciéon de seguridad: La acrilamida en polvo y en solucion es neurotdxica y
cancerigena, por lo tanto se debe usar mascara, guantes y lentes de protecciéon para su
manipulacion.

3.3.2 Amortiguador para el gel separador Tris-HCL3 M pH 8.8:
» Pesar 36.34 g de tris-base y disolver en 80 mL de agua destilada
* Ajustar el pH a 8.8 con HCL concentrado
» Aforar a 100 mL con agua destilada
3.3.3 Amortiguador para el gel concentrador Tris-HC L 0.5 M pH 6.8:
* Pesar 6.057 g de tris-base y disolver en 80 mL de agua destilada
* Ajustar el pH a 6.8 con HCL concentrado
» Aforar a 100 mL con agua destilada
3.3.4 Solucion SDS al 10 % (peso/volumen):
 Pesar 10 g de SDS

» Disolver y aforar a 100 mL con agua destilada

NOTA: Calentar ligeramente el SDS para favorecer su disolucion ya que precipita si la
temperatura ambiente es inferior a 18 °C.
Informacion de seguridad: EI SDS es un polvo fino neurotéxico, por lo tanto se debe usar

mascara, guantes y lentes de proteccién para su manipulacion.

3.3.5 Persulfato de amonio al 10 % (peso/volumen):
* Pesar 0.5 g de persulfato de amonio

» Disolver en 5 mL de agua destilada

NOTA: Una vez preparados los 5 mL se reparten en alicuotas de 1 mL en tubos eppendorf

y se conservan a -20 °C hasta su uso.
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3.3.6 Amortiguador de muestra
* Mezclar 1.2 mL de Tris-HCL 0.5 M pH 6.8, 1 mL de glicerol, 2 mL de
SDS al 10% (p/v), 0.5 mL de azul de bromofenol al 0.1% y 4.8 mL de

agua destilada.
NOTA: A esta solucion se le agregé un 5 % de B-mercaptoetanol al momento de usarla, el

cual se debe manipular en la campana de gases ya que es toxico y de olor intenso.
3.3.7 Amortiguador de corrimiento 10 X Tris Glicina pH 8.3
* Pesar 30 g de tris-base, 144 g de glicinay 10 g de SDS y disolver en 800
mL de agua destilada
* Ajustar el pH a 8.3 con HCL concentrado

e Aforar alL con agua destilada
NOTA: La solucién esta concentrada 10 veces y antes de utilizarla hay que diluirla (dilucion

1:10). Esta solucion puede almacenarse indefinidamente a temperatura ambiente.

3.4 SOLUCIONES PARA TINCION DEL GEL CON AZUL DE COO MASSIE

3.4.1 Solucion de tincion azul de Coomassie
* Pesar 1 gde azul de Coomassie R-250
* Anfadir a 450 mL de agua destilada, 450 mL de metanol y 100 mL de
acido acético glacial.
NOTA: Esta solucién se debe mantener en agitacion hasta la disolucién de la mayor parte
del colorante, filtrar y almacenar en botellas de color ambar.

Informacién de seguridad: Se debe preparar en la campana de gases y utilizar guantes

ya que el metanol es téxico.

3.4.2 Solucidén destefiidora de geles
* Mezclar 100 mL de metanol, 100 mL de acido acético glacial y 800 mL

de agua destilada.
Informacién de seguridad: Se debe preparar en la campana de gases y usar guantes ya

gue el metanol es toxico.
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3.5 SOLUCIONES PARA LA CINE TICA DE SATURACION E INACTIVACION
TERMICA DE LA GOx
3.5.1 Amortiguador de fosfato de potasio 0.1 MpH 6.0
» Pesar 6.805 g de fosfato de potasio monobasico (KH2POa4) y disolver en
450 mL de agua destilada.
* Ajustar el pH a 6.0 con KOH
» Aforar a 500 mL con agua destilada
3.5.2 Solucion de o-dianisidina al 1 %
* Pesar 0.1 g de o-dianisidina
» Disolver en 10 mL de agua destilada
3.5.3 Solucion de peroxidasa al 0.14 %
» Pesar 0.028 g de peroxidasa
» Disolver en 20 mL de agua destilada
3.5.4 Solucién de trehalosa 1 M en amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 6.0
(solucion stock)
* Pesar 94.58 g de trehalosa
» Disolver y aforar a 250 mL con amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 6.0
3.5.5 Soluciones Stock de glucosa
Solucion de glucosa 50 mM:
* Pesar 0.901 g de glucosa
» Disolvery aforar a 100 mL con agua destilada
Solucién de glucosa 200 mM:
* Pesar 3.604 g de glucosa
» Disolver y aforar a 100 mL con agua destilada
Solucién de glucosa 300 mM:
* Pesar 5.406 g de glucosa

» Disolver y aforar a 100 mL con agua destilada
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3.6 SOLUCION PARA LOS EXPERIMENTOS DE FLUORESCENCIA

3.6.1 Amortiguador pipes 10 mM pH 7.0
» Pesar 0.605 g de Pipes y disolver en 150 mL de agua destilada
* Ajustar el pH con NaOH o KOH

» Aforar a 200 mL con agua destilada
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ABSTRACT

Thermal inactivation and enzyme kinetics of glucose oxidase (a FAD dependent enzyme) were studied
in the absence and presence of trehalose. The inactivation rate constant decreased by up to 50% at tem-
peratures between 50 and 70 °C in the presence of 0.6 M trehalose; as a consequence the glucose oxidase
half-life increased. Intrinsic fluorescence spectra showed a maximum center of spectral mass (CSM) red
shift of 6.5 nm. Therefore, major structural changes seem to be related to glucose oxidase thermal inactiva-
tion. Trehalose decreased the rate constant for unfolding as monitored by CSM red shift kinetics indicating
that this disaccharide favors the most compact folded state. The E, for unfolding was increased from 204
to 221 kJmol~'. It is proposed that FAD dissociation is preceded by the exposition of hydrophobic regions,
while the presence of trehalose was able to hinder the release of FAD. Enzyme kinetics analysis showed
that trehalose does not affect Vinax but instead decreases K, ; as a result enzyme efficiency was increased.
The stabilizing effect of trehalose in a cofactor-dependent enzyme has not been tested to date. In addition,
glucose oxidase has an enormous commercial importance and therefore, the use of trehalose to stabilize

glucose oxidase in its multiple applications seems to be promising.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Glucose oxidase (EC 1.1.3.4) from Aspergillus niger catalyzes
the oxidation of [B-p-glucose by molecular oxygen to [3-D-
gluconolactone, which spontaneously hydrolyzes to gluconic acid
and hydrogen peroxide (Frederick et al., 1990). Glucose oxidase is
a dimer of 160 kDa molecular weight; each monomer contains a
non-covalently bound FAD molecule. The protein is glycosylated,
containing between 11% and 30% carbohydrates: mostly amino-and
neutral-sugars (Nakamura and Koga, 1976; Kalish et al., 1991) Glu-
cose oxidase is of considerable commercial importance (Bourdillon
et al., 1988; Tzanov et al., 2002; Moschou et al., 2007), however
new applications are limited by its structural instability. In this
regard, some researchers have tried to increase the stability of glu-
cose oxidase, e.g. by attaching long polyethylene glycol molecules
to the protein surface (Seymour and Klinman, 2002), by immobi-
lizing the enzyme to matrices and/or crosslinking to membranes
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MI 48109, United States. Tel.: +1 734 647 7964/+52 77 1717 2000x5114;
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0168-1656/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jbiotec.2009.03.002

and liposomes (Rao et al., 1981; Wang et al., 2003; Rubio-Retama
et al,, 2005; Rauf et al., 2006), and by adding polyalcohols (glycerol
and sorbitol), mono- and divalent salts or other proteins (Ahmad et
al., 2001; Akhtar et al., 2002; Gulla et al., 2004). However, not all
these efforts have lead to a proper balance between structural sta-
bility and enzyme activity (Ahmad et al., 2001; Akhtar et al., 2002;
Betancor et al., 2006; Rauf et al., 2006).

Through evolution, several molecules named compatible solutes
have been selected by their ability to stabilize cellular structures
without affecting function (Singer and Lindquist, 1998; Jain and
Roy, 2008). The disaccharide trehalose (a-D-glucopyranosil-o-D-
glucopyranoside) seems to be one of the best protein stabilizing
compatible solutes found in nature (Sampedro et al., 2001; Jain
and Roy, 2008), its stabilizing property is explained by the pref-
erential hydration theory (Shimizu and Smith, 2004; Auton et al.,
2008); the ability of trehalose to be excluded from the protein sur-
face and thus, facilitating the interaction between the protein and
water molecules. In addition, it has been proposed that trehalose
increases the stability of proteins by favoring the most compact
folded state, while high viscosity hinders protein domain motions
leading to unfolding (Sampedro and Uribe, 2004; Pradeep and
Udgaonkar, 2007). In the case of glucose oxidase, high structural
stability is required in its many commercial presentations; how-
everitisalsodesirable to avoid any deleterious effect on its catalytic
activity. In this regard, the protective ability of trehalose against the
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oxidative damage mediated by hydrogen peroxide (Benaroudj et al.,
2001) would be an additional property to consider during glucose
oxidase stabilization.

In this work, the thermal inactivation of glucose oxidase was
studied in the absence and in the presence of physiological con-
centrations of trehalose. At each temperature tested, it was found
that trehalose stabilizes glucose oxidase by decreasing the inacti-
vation rate constant by up to 50%. Furthermore, heat stabilization
of glucose oxidase was related to a decrease in the rate constant
for the red shift of the center of spectral mass (CSM), suggesting
that trehalose favors the most compact folded state of the protein.
Interestingly, enzyme kinetics analysis showed that high trehalose
concentrations in the reaction media increases enzyme efficiency;
enzyme affinity was increased while Vihax was not affected. It is
suggested that FAD dissociation takes place after exposition of
hydrophobic regions and trehalose presence would inhibit this pro-
cess.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Glucose oxidase type X-S from A. niger, o-dianisidine, trehalose,
glucose and horseradish peroxidase were from Sigma Chemical Co
(St Louis, MO), Sephacryl 200HR was from Amersham Pharmacia
Biotech (Uppsala, Zweden). All other reagents were of the highest
quality available commercially.

2.2. Glucose oxidase purification

The enzyme was purified from the commercial suspension
essentially as described by Gouda et al. (2003) using size exclusion
chromatography in a Sephacryl 200HR column. Protein (5 mg) was
loaded in a pre-equilibrated column with 20 mM phosphate buffer,
pH 7.0. Elution was performed with 20 mM phosphate buffer, pH
7.0, 1mM EGTA, and a flow rate of 10 ml/h. To obtain the elution
profile, fractions (1 ml) were collected and analyzed for absorbance
at 280 nm. Highly absorbing fractions were analyzed for protein
content and purity. Protein concentration measurements were per-
formed by the method of Lowry et al. (1951) using BSA as standard.
Protein purity was determined by SDS-PAGE and stained with
Coomassie brilliant blue. Fractions containing a highly pure protein
were used for spectroscopic and enzyme kinetics experiments.

2.3. Enzyme kinetics

Glucose oxidase saturation kinetics were performed at 25°C
using a peroxidase coupled assay. Briefly, glucose oxidase (1.57 g
protein in 20 pl) was added to 2.5 ml 100 mM phosphate buffer, pH
6.5, dianisidine (0.1 ml o-dianisidine 1% in 12 ml phosphate buffer,
pH 6.5), 6.6 wgml~! oxygen saturated peroxidase and increasing
concentrations of glucose mutarotated by at least 6 h. Trehalose was
added at the indicated concentration from a 1 M stock solution. The
reaction mixture was preincubated for 10 min at the assay tempera-
ture before adding the enzyme. The absorbance increase at 460 nm
was followed by 4min in a UV/vis Shimadzu 1601 spectropho-
tometer equipped with a thermostated cell. Reaction velocity was
calculated from the slope of the line formed.

2.4. Thermal inactivation kinetics

The effect of trehalose on glucose oxidase inactivation was tested
at different temperatures ranging from 50 to 70°C. Briefly, the
enzyme was incubated in 20 mM phosphate buffer, pH 6.0. Tre-
halose (0.6 M) was added from a 1 M stock solution prepared in the
same phosphate buffer. After adding the enzyme, the suspension

was gently mixed and an aliquot (5 pl) was removed each minute
and immediately assayed for activity using the enzyme coupled
assay described above in the presence of 50 mM glucose.

2.5. Center of spectral mass red shift kinetics

The kinetics of center of spectral mass red shift (CSM, the average
emission wave number) for glucose oxidase at different tempera-
tures ranging from 50 to 70°C were obtained in the absence and
presence of 0.6 M trehalose. Briefly, glucose oxidase was suspended
in 2 ml of 10 mM pipes, pH 7.0, and 0.6 M trehalose was added when
indicated from a 1 M stock solution. Intrinsic fluorescence spectra
(300-400 nm) were recorded each minute after exciting the protein
at 285 nm. A Shimadzu RF5301 spectrofluorophotometer equipped
with a thermostated cell chamber and constant stirring was used
for all fluorescence assays.

2.6. Thermal inactivation kinetics

Glucose oxidase thermal inactivation kinetics at a given tem-
perature and in the absence and presence of trehalose were
analyzed using the two-state mechanism (N < U). Residual activ-
ity was plotted versus incubation time and fitted to Eq. (1) by
nonlinear regression using the iterative software Microcal Origin®
(Northampton, MA) (Henley and Sadana, 1986).

Ag = A x exp{-kix0) (1)

where Ag is the residual activity at time (t), A is the amplitude of the
inactivation process and k; is the apparent rate constant for enzyme
inactivation.

2.7. Thermal unfolding kinetics

The CSM red shift kinetics was analyzed as follows: the fluores-
cence spectra were quantified using Eq. (2) to obtain the CSM (Ruan
et al., 2000).
X\iF;

2F;
where A; is the wavelength and F; is the fluorescence intensity at
a given wavelength. The CSM red shift kinetics at a given incuba-
tion temperature and in the absence and presence of trehalose was
studied by fitting the data to Eq. (3) by nonlinear regression.

CSM = CSMg + A x exp(~kesmx?) (3)

CSM = (2)

where CSMj is the CSM of glucose oxidase at time zero, t is the
incubation time, A is the amplitude of the process and kcsy is the
rate constant for CSM red shift.

2.8. Enzyme kinetics

Initial velocities for glucose oxidation versus substrate concen-
tration were plotted and fitted to the Michaelis—-Menten equation
(Eq. (4)) by nonlinear regression.

_ Vmax xS

Vo= ps (4)

where vy is the initial velocity at a given substrate concentration,
Vmax is the maximum velocity of the enzyme catalyzed reaction,
Km is the substrate concentration when vg = 1/2Vpax. The enzyme
efficiency was defined as the ratio of Viax/Km.

The energy of inactivation (E, ) for glucose oxidase thermal inac-
tivation and CSM change in the absence and presence of trehalose
was obtained by linear regression of the data using the Arrhenius
equation (Eq. (5)).

k = Ag x exp(~Ea/RT) (5)
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Fig. 1. Purification of commercial glucose oxidase from Aspergillus niger. (A) Elution
profile of glucose oxidase on a Sephacryl 200HR column. The enzyme (5 mg protein)
was loaded and eluted with 20 mM phosphate buffer, pH 7.0, 1 mM EGTA, and 10 ml/h
flow rate. Fractions (1 ml) were collected and analyzed for absorbance at 280 nm.
(B) Highly absorbing fractions were analyzed for protein content and purity in SDS-
PAGE.

where k is the inactivation rate constant (k;) or the rate constant for
the CSM change (kcsm), R is the gas constant (8.314Jmol~1 K1), T
is the absolute temperature and Ay is a constant.

3. Results and discussion

Glucose oxidase was purified using a Sephacryl 200HR chro-
matographic column (Fig. 1A) and enzyme purity was evaluated by
SDS-PAGE (Fig. 1B). In the protein elution profile a single main peak
absorbing at 280 nm was observed (Fig. 1A). However, it was found
that most of the fractions composing the peak showed a slightly
contaminated enzyme and only one fraction (F23) was constituted
of pure glucose oxidase (Fig. 1B). The calculated kinetics parame-
ters for F23 at 25 °C were Vipax = 33.97 £ 0.43 pmol min—! mg prot~!
and Ky =18.76 £0.63 mM. In this regard, Ky, was similar to that
reported for pure glucose oxidase, while Vipax was 2-3 times higher
(Zhu et al., 2006). Further, the UV/vis absorption spectrum for F23
was obtained and the calculated absorption ratio 280 nm/450 nm
was 10.28, in good agreement with the stated value of 10.3 for a
pure glucose oxidase (Johnson et al., 1989). In addition, in a 10 uM
glucose oxidase solution (1.6 mgml~1) prepared from F23, the FAD
concentration was 21.6 wM as quantified by using a molar extinc-
tion coefficient (&) of 14,100M~1cm~! at 450 nm (the ¢ value for
a FAD bound glucose oxidase; Swodoba and Macey, 1965); thus,
the relationship FAD:glucose oxidase in F23 was 2:1 (or one FAD
per monomer). Therefore, F23 was used to perform both thermal
stability and enzyme kinetics studies.

Glucose oxidase thermal inactivation kinetics was studied at dif-
ferent temperatures (50-70°C). Thermal inactivation displayed a

single exponential decay at all tested temperatures (Fig. 2). Inac-
tivation data fitted well to Eq. (1) by nonlinear regression and
kinetic parameters were obtained. The observed one-step inac-
tivation process was in agreement to the proposal that thermal
inactivation occurs upon FAD dissociation (Gouda et al., 2003). In
this regard, the inactivation rate constant (k;) was increased from
0.334+0.04 x 10~2 min~! at 50°C to 111.81+0.97 x 10~2 min~! at
70°C (Fig. 2A, Table 1). Remarkably, the half-life (¢;/,) was dimin-
ished from 210 min at 50°C to 0.61 min at 70°C (Table 1). These
results illustrate the extreme thermal structural instability charac-
terizing glucose oxidase.

The disaccharide trehalose is accumulated in yeast and other
organisms in response to high environmental temperatures (Jain
and Roy, 2008). Some authors have showed that trehalose is able
to stabilize enzymes from heat induced inactivation (Sampedro et
al., 2001). Therefore, glucose oxidase thermal inactivation kinetics
was studied in the presence of 0.6 M trehalose; this is the concentra-
tion in yeast cytoplasm during stress (Hottiger et al., 1994). Glucose

Residual activity (% control)
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Fig. 2. Thermal inactivation of glucose oxidase. Thermal inactivation kinetics was
performed at different temperatures by suspending the enzyme in 20 mM phosphate
buffer, pH 6.0, in the absence (A) and presence (B) of 0.6 M trehalose. An aliquot (5 1)
was removed each minute and immediately assayed for activity at 25°C using the
peroxidase coupled assay containing 50 mM glucose as substrate. Incubation tem-
peratures (°C) were: (O) 50; (@) 55; (J) 60; (m) 62.5; (A) 65 and (a) 70. Inactivation
data were fitted to Eq. (1) by nonlinear regression to obtain the k; (Table 1).
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Table 1
Effect of trehalose on thermal inactivation of glucose oxidase from Aspergillus niger®.

Temperature (°C) ~ k; (102min~')  t;, (min)  Trehalose (0.6 M)
ki (102min~')  t;, (min)

50 0.33 + 0.04 210.00 0.22 + 0.01 315.00
55 0.37 + 0.07 187.29 0.23 + 0.06 301.30
60 2.70 = 0.25 25.66 1.00 + 0.03 69.30
62.5 8.28 + 0.48 8.36 3.49 £ 0.09 19.85
65 35.03 £+ 1.31 1.97 12.76 + 0.53 5.43
70 111.81 + 0.97 0.61 62.92 + 1.04 1.10

2 Eq.(1)was used to calculate the inactivation rate constant (k;) and half-life ().

oxidase thermal stability was increased by the presence of physio-
logical concentrations of trehalose in the incubation media (Fig. 2B).
Thermal inactivation data were analyzed by nonlinear regression
and it was found that the k; was largely decreased to half the values
observed in the absence of trehalose (Fig. 2B and Table 1), i.e. at
70°C it was 62.92 + 1.04 x 102 min~!. The increase in thermal sta-
bility mediated by trehalose was also observed as a twofold increase
in the ty), (Table 1), e.g. at 60°C, t;, was increased from 25.66 to
69.30min in the absence and presence of 0.6 M trehalose respec-
tively. This result is of considerable importance as a long shelf life
is highly desirable for commercial preparations of enzymes. The
activation energy (E,) of the deactivation process was also calcu-
lated and it showed a slight increase in the presence of trehalose;
E2=262Kkmol~! and Eyoem trehalose) = 268 k] mol~! (Fig. 3). The E,
value was in agreement with those obtained in other independent
studies (Zoldak et al., 2004).

Large fluctuations on glucose oxidase structure were also stud-
ied at high temperature. It is known that when proteins unfold they
usually show a CSM red shift that is related to an increased polarity
in the surroundings of tryptophan residues (Dumoulin et al., 1999).
Therefore, the CSM red shift kinetics for glucose oxidase at differ-
ent incubation temperatures was analyzed. Interestingly, glucose
oxidase displayed a CSM red shift at the same temperatures where
thermal inactivation take place (Fig. 4) thus suggesting that major
structural changes are related to glucose oxidase inactivation. The
kinetics for CSM red shift was analyzed by fitting the data by non-
linear regression to the single exponential Eq. (3). CSM red shift
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Fig. 3. Arrhenius plot for thermal inactivation of glucose oxidase. The E, was cal-
culated from the slope of the line obtained by linear regression of the data using
Eq. (5). Inactivation rate constant k; () in the absence and (®) presence of 0.6 M
trehalose. The calculated E, for glucose oxidase thermal inactivation was 262 and
268 kJ mol~! in the absence and presence of 0.6 M trehalose, respectively.
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Fig.4. Center of spectral mass (CSM) red shift kinetics. The glucose oxidase CSM red
shift kinetics was obtained at different temperatures in the absence (A) and presence
(B) of 0.6 M trehalose. Glucose oxidase was suspended in 2 ml of 10 mM pipes, pH
7.0, and 0.6 M trehalose was added when indicated from 1 M stock solution. Intrinsic
fluorescence spectra (300-400 nm) were recorded each minute upon exciting the
protein at 285 nm. Incubation temperature (°C): (O) 50; (®) 55; (OJ) 60; (W) 62.5;
(2) 65 and (a) 70. CSM red shift data were fitted to Eq. (3) by nonlinear regression
to obtain the kcsy value at each incubation temperature.

kinetics data fitted well to Eq. (3) (Fig. 4A) and the rate constant for
CSM red shift (kcspy) was calculated at each temperature. The max-
imum CSM red shift amplitude observed was 6.5 nm (Fig. 4) and
the kcsy was dramatically increased from 5.3 +£0.1 x 1072 min—! at
50°C to 148.6 +5.60 x 10~2 min~! at 65°C (Table 2). The possibil-
ity that glucose oxidase thermal inactivation could be due to dimer
dissociation is ruled out as it has been observed that the thermally

Table 2
Effect of trehalose on thermal unfolding of glucose oxidase from Aspergillus niger.

Temperature (°C) kesm (1072 min=1)2-p Trehalose 0.6 M

kCSM (‘1072 min*l)

50 5.3+0.1 1.1 + 0.04
55 18.0+3.8 3.0 + 0.01
60 59.0+5.5 9.8 £0.02
62.5 98.0+6.10 22.0+2.90
65 148.6 +£5.60 34.2 +£2.80
70 ND 129.8 + 3.60

2 CSM was calculated using Eq. (2).
b Red shift rate constant was calculated using Eq. (3).
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Table 3

Effect of trehalose on the kinetic parameters of glucose oxidase from Aspergillus niger at 25°C3.

Trehalose (M) Km (mM) Vimax (mol min~! mg prot—1) Vinax/Km (pmol min~! mgprot~! mM~!)
0.0 18.76 + 0.63 33.97 £ 043 1.81
0.1 11.34 + 0.96 28.87 £ 0.71 2.54
0.2 12.87 + 0.82 32.38 + 0.65 2.51
0.4 1112 + 0.79 28.40 + 0.60 2.55
0.6 12.42 + 0.28 32.39 + 0.61 2.60
0.8 13.60 + 0.64 30.24 + 0.26 2.22

2 Eq. (4) was used to calculate the kinetic parameters Ky, and Vipax.

inactivated enzyme is a homodimer and therefore independent of
protein concentration (Result not shown, Zoldak et al., 2004).

In solution, trehalose inhibits protein domain motions (Pradeep
and Udgaonkar, 2007) and this effect has been related to its pro-
tein stabilizing property (Sampedro et al., 2001). In this regard,
protein unfolding is a process where large structural changes usu-
ally take place (Jaenicke, 2000). Therefore, it was hypothesized
that the presence of trehalose would have an effect on the rate
of CSM red shift in glucose oxidase that would be related to the
increased thermal stabilization observed in Fig. 2B. Interestingly, in
the presence of 0.6 M trehalose the k¢sy was diminished at all tem-
peratures tested (Table 2), i.e. at 65°C and 0.6 M trehalose, kcsym
was 34.2+2.80 x 10~2 min~!. Notably, the sole presence of tre-
halose in the media induced a slight CSM red shift in the native
glucose oxidase; CSM changed from 341.5 to 343.5 nm in the pres-
ence of 0.6 M trehalose (Fig. 4). Therefore, trehalose per se has an
effect on glucose oxidase structure as revealed by the change in its
overall spectral absorbance property; this result was in agreement
with the observed effects of compatible solutes on protein struc-
ture (Coelho-Sampaio et al., 1994; Dashnau et al., 2005). The E; for
glucose oxidase unfolding was increased from 204 to 221 k] mol~!
by including trehalose in the incubation media (Fig. 5). Interest-
ingly, the E; for thermal unfolding in the absence of trehalose was
42 k] mol-! lower than that obtained for the thermal inactivation.
Overall, our result suggests that in the glucose oxidase thermal inac-
tivation process the protein core is first exposed, probably forming a
molten globule-like structure as described by some authors (Zoldak
et al., 2004) and then FAD dissociates from active site. Therefore,
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Fig. 5. Arrhenius plot of the CSM red shift reaction for glucose oxidase. The E, was
calculated from the line slope obtained by linear regression of the data using Eq. (5).
kesm (O) in the absence and (0J) presence of 0.6 M trehalose. The calculated E, for
glucose oxidase CSM red shift reaction was 204 and 221 k] mol~"! in the absence and
presence of 0.6 M trehalose, respectively.

trehalose seems to inhibit major structural motions preventing
core exposition and thus FAD release and enzyme inactivation.
Nonetheless, the effectiveness of three-dimensional structure sta-
bilization may depend also on some characteristics of proteins,
e.g. the hydrophobic/hydrophilic and surface electrostatic charac-
ter, and the mechanism of interaction with compatible solutes (Pace
et al., 2004).

Hampering of protein structural fluctuations by trehalose has
been related to enzyme inhibition and prevention of ligand release
in domain-motion dependent enzymes (Sampedro and Uribe,
2004; Cordone et al., 2005). For glucose oxidase, it was found that
enzyme activity was not inhibited by increasing trehalose concen-
tration in the reaction media (up to 0.8 M) (Fig. 6) as Vinax remained
nearly constant (Table 3). This result suggests that large domain
motions are probably absent during catalysis in glucose oxidase
(Haouz et al., 2001). In contrast, it was observed a slight increase
in the enzyme affinity for substrate, i.e. the Ky, decreased from
18.76 £0.63 to 13.60 &+ 0.64 mM in the presence of 0.8 M trehalose.
Thus, the effect of trehalose on K, resulted in increased catalytic
efficiency (Table 3) from 1.81 to 2.22 wmol min—! mg prot~! mM!
in the presence of 0.8M trehalose. Therefore, trehalose favors
the interaction with substrate in the glucose oxidase binding
site or stabilizes the enzyme-substrate complex. This proposal is
in agreement with the observation that under native conditions
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Fig. 6. Glucose oxidase kinetics in the presence of different concentration of tre-
halose. Enzyme kinetics was performed by using a peroxidase coupled assay: glucose
oxidase (1.57 pg protein in 20 pl) was added to 2.5ml 100 mM phosphate buffer,
pH 6.5, o-dianisidine (0.1 ml o-dianisidine 1% in 12 ml phosphate buffer, pH 6.5),
6.6 wgml-! peroxidase, oxygen saturated, and increasing concentrations of glucose
mutarotated by at least 6 h, trehalose was included at the indicated concentration.
The increase in absorbance at 460 nm was followed in spectrophotometer equipped
with a thermostated cell. Temperature was maintained at 25 °C. Reaction velocity
was calculated from the slope of the line formed. Trehalose concentration (M): (O)
0; (@) 0.1; (O0) 0.2; (M) 0.4; (A) 0.6 and (a) 0.8. The mean of three experiments is
showed, SD were less than 5%. Data were fitted to Eq. (4) by nonlinear regression.
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trehalose and sucrose induce a compactness of the ribosomal pro-
tein S6 (Chen et al., 2006). In contrast to our results other stabilizing
solutes tested, such as mono- and divalent salts and proteins,
inhibit glucose oxidase activity or promote unfolding when used
at high concentrations (Ahmad et al., 2001; Akhtar et al., 2002).
These effects are due to the intrinsic property of mono- and diva-
lent cations to bind tightly to the protein surface (Akhtar et al.,
2002). Therefore, a proper stabilizing additive would be required
in order to avoid both an undesirable effect on both protein struc-
ture and function (Jaenicke, 2000). Trehalose seems to fulfill these
requirements, thus explaining why this disaccharide was selected
by nature to stabilize cellular structures (Jain and Roy, 2008).

Glucose oxidase is mainly intended to be used in solid supports.
In this regard, multipoint covalent attachment has been proved to
be the most effective immobilization method for stabilizing glucose
oxidase (Betancor et al., 2006; Rauf et al., 2006). This system acts
by preventing subunit dissociation and decreasing inactivation by
intrasubunit crosslinking (Iyer and Ananthanarayan, 2008). How-
ever, it has been found that glucose oxidase may be largely affected
upon linking, i.e. a loss of up to 50% activity or a negative effect on
the kinetics parameters (K, and Vinax) may be observed after the
entrapment procedure (Betancor et al., 2006, Rauf et al., 2006). In
this regard, it would be interesting to test the use of trehalose in
combination with some of the most successful entrapment meth-
ods, e.g. the synthesis of trehalose-based polymers, where the
trehalose molecules are covalently linked to the matrix to provide
to the entrapped enzyme the stability required for its use under
harsh conditions and/or during long term storage (Teramoto et al.,
2008).

Glucose oxidase has an enormous commercial importance,
applications are found in textile industry as fiber bleaching, in
food industry as a preservative, in fermentation industry in the
production of gluconic acid, in medical diagnostics as analytical
tool in glucose detection Kkits, and in environmental monitoring
(Bourdillon et al., 1988; Tzanov et al., 2002; Moschou et al., 2007,
Wong et al., 2008). Irreversible thermal inactivation of glucose
oxidase seems to occur by a loosening of the protein core pre-
ceding FAD release. Trehalose increased the thermal stability of
glucose oxidase by decreasing both the rate constant for inactiva-
tion and unfolding; as monitored by CSM red shift. Trehalose seems
to be an appropriate stabilizing additive for glucose oxidase as no
undesirable effects were observed on either protein structure or
function, indeed trehalose increased enzyme affinity for substrate
and thus catalytic efficiency. Further, the protective ability of tre-
halose against oxidative damage mediated by hydrogen peroxide
(Benaroudj et al., 2001) would be an additional reason to opt for
trehalose as a potential stabilizer for glucose oxidase. Although,
the use of trehalose has been limited primarily to the laboratory
handling and/or purification of labile enzymes (Sampedro et al.,
2007), the stabilization of glucose oxidase by trehalose in its mul-
tiple applications seems to be promising.
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INTRODUCCION

La muerte celular por estrés se sabe esta relacionada a la
desnaturalizacion proteica. Algunos organismos han desarrollado una serie de
mecanismos que le permiten vivir en estas condiciones adversas (1). La
respuesta general al estrés incluye la sintesis de algunas enzimas
antioxidantes, proteinas de choque térmico (hsp) y la acumulacion de solutos
compatibles (2).

Los solutos compatibles son pequenas moléculas que se acumulan en el
citoplasma en diferentes condiciones de estrés. La trehalosa, glicina betaina,
manosil glicerato y el glicerol se acumulan en organismos tan variados como,
las bacterias, levaduras, plantas y crustaceos (1). En este sentido se ha
demostrado que la trehalosa es capaz de estabilizar a las proteinas contra el
dafio ocasionado por temperatura, deshidratacion, presion y radicales libres (3).
La estabilizacién de enzimas por trehalosa resulta en una disminucion en la
constante de velocidad de la inactivacion y en la ket (4,5). Por lo que se
observa una dependencia directa de estas constantes de velocidad con la
viscosidad del medio (5). Por lo anterior se propuso que toda reaccion en
proteinas que contenga un componente difusivo seria inhibida por un aumento
en la viscosidad del medio de acuerdo a la teoria de Kramers (5).

La enzima glucosa oxidasa (GOD) de Aspergillus niger es un
homodimero con un peso molecular de 160 kDa y se encuentra altamente
glicosilada (16% peso/peso) (6). La GOD contiene dos grupo prostéticos de
FAD, los cuales estan fuertemente pero no covalentemente unidos. EI FAD
participa en la reaccion de oxidacion-reduccion (glucosa + 0O,—6-
gluconolactona) que lleva a cabo la enzima. La glucosa oxidasa es una enzima

que presenta una alta resistencia a la desnaturalizacion; se sabe que la



inactivacion térmica se debe principalmente la liberacion del FAD (7). El
objetivo del trabajo es estudiar el efecto de la trehalosa en la inactivacion
térmica de la GOD.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos: los reactivos utilizados para los diferentes experimentos
incluyendo la GOD, fueron adquiridos de Sigma Chemical Co.

Purificacion de la glucosa oxidasa. La GOD (Sigma Chemical Co.) fue
purificada por cromatografia en columna (Sephacryl 200HR). La GOD se cargo
en la columna y se eluyé con EGTA 1 mM en amortiguador de fosfatos 20 mM
(pH 7.0) a una velocidad de flujo de 10ml/hr. Se colectaron fracciones de 1 mly
se midid la absorbencia a 280 nm. Posteriormente, se determiné la
concentracion de proteina (método de Lowry, con BSA como estandar) en las
fracciones del pico maximo. La pureza de las fracciones se evalu6é por SDS-
PAGE. Para los experimentos de inactivacion térmica se empled la fraccion
mas pura.

Efecto de la presencia de trehalosa en la cinética de la GOD. La cinética de
saturacion de la GOD fue determinada colorimetricamente empleando un
sistema acoplado peroxidasa/o-dianisidina a 30°C: 3 ml vol. final conteniendo
o-dianisidina (0.1 ml de o-dianisidina al 1% en 12 ml de amortiguador de fosfato
de potasio 0.1 M pH 6.5; saturado con oxigeno,) peroxidasa (6.6 pug/ml) y
diferentes concentraciones de glucosa. La mezcla de reaccion se preincubd por
10 min a 30° C, posteriormente la reaccion se inici6 agregando 20ul de GOD
(1.57 ug de prot.). El aumento de la absorbencia a 460 nm se sigui6é por 4 min y
de la pendiente de la linea formada se calculd la velocidad de catalisis. El
efecto de la trehalosa sobre la actividad de la GOD se determind incluyendo
diferentes concentraciones de trehalosa (M: 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8) en la mezcla
de reaccion.

Inactivacion térmica de la GOD. La inactivacion térmica en presencia y
ausencia de trehalosa se obtuvo a diferentes temperaturas (50,55,60,65,70
y75°C). La incubacion de la GOD (43 pg de prot.) se realiz6 en amortiguador
de fosfatos 20mM (pH 6.0) en ausencia y presencia de 0.6 M de trehalosa. La
actividad residual de la GOD se determind tomando alicuotas de 5ul a

diferentes intervalos de tiempo durante 40 minutos.



Efecto de la trehalosa en los cambios de centro de masa espectral de la
GOD durante la Inactivacion térmica. Los espectros de fluorescencia se
obtienen en un espectrofluorometro en una celda de 10 mm de paso de luz con
control de temperatura. A diferentes temperaturas (45, 50, 55, 60, 62.5, 65, 70
y 75), el espectro de fluorescencia (300-400 nm) de la GOD (43 ug prot.)
suspendida en Pipes 10mM (pH 7.0), se obtuvo excitando la proteina a 285 nm
en presencia y ausencia de trehalosa (0.6M). El espectro de fluorescencia de la
GOD se obtuvo cada minuto durante 30 min. El cambio de centro de masa
espectral (CME) se obtuvo de acuerdo a la  siguiente
ecuacion:CME =4, xF, /1 XF,,.

OBJETIVO

Estudiar el efecto de la trehalosa en la cinética de inactivacion térmica de la
glucosa oxidasa.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

En el perfil de elusion en la columna de sephacryl 200HR se encontré un pico
de absorbencia a 280 nm entre las fracciones 19 a 30 (Fig. 1). Para estas
fracciones se determind la concentracion de proteina y la pureza en un gel de
SDS-PAGE. En este gel la fraccion 23 fue la que presenté una mayor pureza
(Fig1). El resto de las fracciones presentaron una pequefia banda inferior que
corresponde probablemente a la enzima no glicosilada. Se sabe que la enzima
glicosilada presenta una mayor resistencia a la desnaturalizacion debido
precisamente a la presencia de los residuos de carbohidratos como se ha
reportado (7). Por lo tanto se escogio la fraccidon 23 para llevar a cabo los
experimentos de desnaturalizacién térmica.

La GOD present6 una cinética de saturacion hiperbdlica a 25°C. Los datos de
velocidad obtenidos se ajustaron por regresiéon no-lineal a la ecuacion de
Michaelis-Menten; los parametros cinéticos calculados (Kn= 18.76 mM y Vyax=
33.97 mmoles glucosa min™' mg prot™) fueron similares a los reportados en la
literatura (6). La presencia de concentraciones crecientes de trehalosa aumento
la afinidad de la enzima por el sustrato; la K, disminuyo hasta valores de 11.34
mM de glucosa (Fig. 1 y Tabla 1). Lo cual sugiere un efecto de la trehalosa
sobre la estructura del sitio activo. En contraste, la falta de efecto sobre la Vimax

indica que los cambios conformacionales de la GOD durante el ciclo catalitico



son de baja magnitud. Ya que se ha demostrado que en enzimas con
movimientos de dominios de gran magnitud son inhibidas por la viscosidad
generada por la trehalosa (5).
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Tabla 1. Efecto de la presencia trehalosa sobre los parametros
cinéticos de la GOD a 25°C

Trehalosa Km Vimax
(M) (mM) (mmoles min™ mg prot™)
0.0 18.76 33.97
0.1 11.34 28.87
0.2 11.34 31.00
0.4 11.12 28.40
0.6 15.42 32.39
0.8 13.60 30.24

La cinética de inactivacion térmica de la GOD fue monofasica (Fig. 4A). Las
constantes de velocidad de inactivacion (k;) se obtuvieron ajustando los datos a
la siguiente ecuacion Agr=A-e™" por regresién no-lineal (Fig. 4A y tabla 2). A
partir de 60°C, la GOD presenté una rapida inactivacién. En este sentido, se
sabe que la termoinactivacion de la GOD se debe a la disociacién del FAD del
sitio activo (7). La presencia de trehalosa (0.6 M) disminuyd a la mitad el valor
de la k; a todas las temperaturas probadas (Fig 4B y tabla 2), por ejemplo a
65°C la k; disminuy6 de 8.4 x 102 a 3.5 x 102 min™' (tabla 2). Por lo tanto, la
trehalosa estabiliza a la GOD evitando la disociacién del FAD del sitio activo. El
efecto de la trehalosa en la estructura de la GOD se evalué por fluorescencia
intrinseca analizando los cambios en los centros de masa espectral (CME) a

diferentes temperaturas.
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Figura 4. Termoinactivacion de la GOD en ausencia (A) y presencia de
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y A 75.



Tabla 2. Efecto de la trehalosa sobre la constante de

velocidad de inactivacion (k;) de la GOD.

Trehalosa (0.6M)

Temp (°C)  k; x10%min™ ki x10min™
50 0.3 0.2
55 04 0.2
60 2.7 0.9
65 8.4 3.5
70 35.0 12.8
75 111.8 62.9

El cambio en el CME de la GOD se siguié en ausencia y en presencia de
trehalosa (0.6 M). En contraste con el estudio de inactivacién térmica, el CME
presenté un cambio hacia el rojo a partir de 45°C; lo que indica que existe un
paso previo a la pérdida del FAD; posiblemente la disociacion de los
monomeros. El cambio del CME por temperatura siguié una cinética bifasica ya
que los datos se ajustaron a una ecuacién biexponencial (CME;= CMEq + A¢-[1
- ™1+ Ay [1 - e2Y)) por regresion no-lineal (Fig. 5A). La cinética bifasica
describe dos pasos en el cambio del CME, el primer paso (de mayor amplitud)
podria deberse a la disociacion de los monémeros y el segundo a la disociacion
del FAD. Sin embargo, en presencia de trehalosa la cinética de cambio del
CME fue monoexponencial (CME; = CMEy, + A1 - e™)+ (Fig. 5B). La
trehalosa disminuye la constante de velocidad de la primera fase e inhibe

totalmente el segundo paso; que corresponderia a la liberaciéon del FAD.
2FAD

<—_>+—-4©+%

A 60°C el cambio del CME se observa tanto en presencia y como en
ausencia de trehalosa (Fig. 5A y 5B). En contraste, a esta misma temperatura
la actividad de la GOD es totalmente estable en presencia de trehalosa (Fig.
4B). Los resultados sugieren que la trehalosa inhibe la disociacion del FAD por
temperatura y disminuye la velocidad de disociacién de los monémeros en la
GOD.
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