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RESUMO

As a-galactosidasas son enzimas que actuan sobre os galactdsidos presentes en
moitas prantas que estan destinadas a elaboracion de alimentos e pensos. Polo tanto,
o uso da actividade catalitica destas enzimas é de gran interese en moitas aplicacions
biotecnoldxicas, especialmente naquelas dirixidas na industria alimentaria &
degradacion de oligosacaridos derivados da rafinosa (RFOs). Nesta Tese de
Doutoramento propdnse a caracterizacion enzimatica e mais estudos de sistemas de
producién heteréloga da enzima a-galactosidasa de Saccharomyces cerevisiae para
avaliar as aplicaciéns de uso en procesos produtivos industriais. Confirmase que a
enzima pertence ao grupo 1 de a-galactosidasas segundo a sua accion sobre
galactomano-polisacaridos sintéticos e ten unha forte resistencia a proteasas acedo-
neutras, calidade desexable industrialmente. A mellora xenética dunha cepa de S.
cerevisiase e o uso dun sistema de expresion en Kluyveromyces lactis permitiu a
producién da enzima a partir de residuos agro-industriais de dificil de reciclaxe, como
as melazas de remolacha e o soro de leite. Empregouse a Metodoloxia de Superficie
de Resposta (MSR) para levar a cabo a optimizacion estatistica da producion da
enzima utilizando medios de cultivo convencionais e medios alternativos mais
sostibles, acadando os maiores resultados descritos ata agora expresados en termos
de actividade a-galactosidasa extracelular. Finalmente, tendo en conta o interese
actual pola reutilizacién e valorizacion deste tipo de subproductos da industria,
realizaronse estudos de inmobilizacion enzimatica empregando preparados
enzimaticos a partir destas cepas recombinantes. O desefio de diferentes estratexias
de inmobilizacién permitiu aumentar a estabilidade operativa de diferentes derivados
da enzima que conleva a unha vantaxe adicional no seu campo de actuacién segundo
as necesidades do uso industrial.
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RESUMEN

Las a-galactosidasas son enzimas que actUan sobre galactésidos presentes en
muchos vegetales que son destinados a la elaboracién de alimentos y piensos. Es por
ello, que el aprovechamiento de la actividad catalitica de estas enzimas es de gran
interés en numerosas aplicaciones biotecnoldgicas, especialmente aquellas dirigidas,
en la industria alimentaria, a la degradacion de oligosacaridos derivados de la rafinosa
(RFOs). En la presente Tesis Doctoral se proponen estudios de caracterizacion
enzimatica y sistemas de produccion heterdloga de la o-galactosidasa de
Saccharomyces cerevisiae para valorar las posibilidades de su uso en procesos
productivos industriales. Se confirma que la enzima pertenece al Grupo 1 de a-
galactosidasas segun la accion sobre galactomano-oligosacaridos sintéticos y presenta
una fuerte resistencia a proteasas acido-neutras, cualidad deseable a nivel industrial.
La mejora genética de una cepa de S. cerevisiase y el uso de un sistema de expresion
en Kluyveromyces lactis permitié la produccién de la enzima a partir de residuos
agroindustriales de dificil reciclaje, tales como las melazas de remolacha y el
lactosuero. Se utilizéd la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) para la
optimizacion estadistica de la produccion de la enzima empleando medios de cultivo
convencionales y medios alternativos mas sostenibles, alcanzando los resultados mas
altos descritos hasta el momento expresados en términos de actividad a-
galactosidasa extracelular. Finalmente, dado el interés actual en la reutilizacién y
valorizacién de este tipo de residuos agroindustriales, se realizaron estudios de
inmovilizacion enzimatica utilizando preparaciones enzimaticas procedentes de dichas
cepas recombinantes. El disefio de diferentes estrategias de inmovilizacion permitio
aumentar la estabilidad operacional de diferentes derivatizados de la enzima que
posibilita una ventaja adicional en su campo de accién segun las necesidades del uso
industrial.
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ABSTRACT

a-galactosidases are enzymes that act on galactosides present in many plants that
are destined to the elaboration of food and feed. It is for this reason that the use of
the catalytic activity of these enzymes is of great interest in many biotechnological
applications, especially those directed in the food industry to the degradation of
oligosaccharides derived from raffinose (RFOs). In this Doctoral Thesis, studies of
enzymatic characterization and systems of heterologous production of the a-
galactosidase of Saccharomyces cerevisiae are proposed to evaluate the possibilities
of its use in industrial production processes. Enzyme belongs to Group 1 of a-
galactosidases according to the action on synthetic galactomano-oligosaccharides and
has a strong resistance to acid-neutral proteases, an industrial desirable quality.
Genetic improvement of a strain of S. cerevisiae and the use of an expression system
in Kluyveromyces lactis allowed the production of the enzyme from agroindustrial
residues of difficult recycling such as beet molasses and whey. The Response Surface
Methodology (RSM) was used for statistical optimization of enzyme production using
conventional and sustainable alternative culture media, reaching the highest results
described so far expressed in terms of extracellular a-galactosidase activity. Finally,
given the current interest in the reuse and valorization of this type of agroindustrial
residues, studies of enzymatic immobilization were carried out using enzymatic
preparations from recombinant strains. The design of different immobilization
strategies allowed to increase the operational stability of different derivatives of the
enzyme, which represent an additional advantage according to the needs of the
industrial use.
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1. a-Galactosidasas

Las a-galactosidasas (a-Gals) son glicosidasas que se encuentran ampliamente
distribuidas en plantas, animales y microorganismos, las cuales realizan la catalisis
enzimatica de enlaces glicosidicos especificos de diferentes azlcares o carbohidratos.
Los carbohidratos son las biomoléculas mas abundantes de la naturaleza y los
componentes principales de muchos alimentos, por lo que su degradacién puede
llegar a ser una fuente importante de energia renovable o permitir la obtencidn de
diferentes productos durante el procesamiento de alimentos. En concreto, las a-Gals,
participan en la rotura de enlaces a-(1,6) de residuos galactosa de galacto-
oligosacaridos y también pueden llevar a cabo reacciones de transglicosilacion en
condiciones apropiadas, transfiriendo el residuo glicosilo a diferentes moléculas
aceptoras, abarcando asi un amplio campo de accién. Es por ello, que estas enzimas
destacan en una gran variedad de aplicaciones de interés biotecnoldgico llegando a
dirigir el desarrollo eficiente de varios procesos industriales.

1.1. Clasificacidon y especificidad de sustrato

Las a-Gals se clasifican segin la comision conjunta de nomenclatura bioquimica
IUPAC-IUBM bajo el cédigo numérico EC 3.2.1.22, donde los tres primeros digitos
indican la propiedad de hidrolizar el enlace O-glicosidico, y el cuarto sefala el tipo de
sustrato (McDonald et al., 2009). Una clasificacion complementaria a la anterior, se
basa en la similitud de la secuencia aminoacidica y agrupa estas enzimas en la clase
glicosil hidrolasas (GH) que, actualmente, incluye 135 familias y 14 clanes o grupos de
familias (A-N) disponibles en el servidor CAZy (Cantarel et al., 2009). Esta clasificacién
fue muy util para la caracterizacion tridimensional de las enzimas incluidas en cada
familia, donde la estructura cuaternaria de la proteina es conservada, y analisis
funcionales posteriores establecieron que la especificidad de sustrato viene dada por
minimas variaciones estructurales (Davies y Henrissat, 1995). Las a-Gals pertenecen a
las familias GH4, GH27, GH36, GH57, GH97 y GH100, y presentan estructuras 3D muy
variadas. La mayoria se encuentran en las familias GH27 y GH36, constituidas,
principalmente, por enzimas procedentes de organismos eucariotas y procariotas,
respectivamente, donde ambas familias forman parte del clan GH-D que comparte un
ancestro comun y la funcion del mecanismo catalitico (Janika et al., 2010). Sin
embargo, a pesar de la similitud de secuencia, algunas familias son poliespecificas,
contienen enzimas con diferente especificidad de sustrato, lo que es indicativo de una
divergencia evolutiva que favorecid la adaptacién de nuevas funciones. Las a-Gals son
capaces de liberar el residuo a-D-galactosil de diferentes galacto-oligosacaridos
(melibiosa, rafinosa y estaquiosa) y galactomananos complejos (Figura 1). Los
galactomananos estan formados por una cadena principal de B-(1,4)-D-manosas unida
a residuos a-D-galactosil a través de la posicién O-6 (OH- del carbono 6 de la hexosa)
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como se muestra en la figura 1B. Es por ello que otra clasificacién establece un grupo
de a-Gals que sélo actian sobre a-galactdsidos de bajo grado de polimerizacién,
mientras que otro grupo es activo tanto sobre sustratos pequefios como poliméricos
(Dey et al., 1993). Por otro lado, en funcidon de su accién sobre galactomano-
oligosacaridos sintéticos, las a-galactosidasas también se han clasificado en tres
grupos dependiendo de si permiten liberar la galactosa terminal o interna de dichos
sustratos (Mitsunori et al., 2001).

A)

OH oH

{_-0

HO-

Figura 1. Estructura de a-galactésidos sencillos (A) y galacto-mananos poliméricos (B). A) De izquierda a derecha
se representa la melibiosa (a-D-Gal-(1,6)-a-D-Glc), rafinosa (a-D-Gal-(1,6)-a-D-Glc-(1,2)-B-D-Fru) y estaquiosa (a-D-
Gal-(1,6)-a-D-Gal-(1,6)-a-D-Glc-(1,2)-B-D-Fru). B) Representacién esquematica de galactomananos poliméricos (a-
D-Gal-(1,6)-[B-D-Man-(1,4)-B-D-Man],). En azul se muestra el tipo de enlace involucrado en la unién de los
monosacaridos. Gal, galactosa; Glc, glucosa; Fru, fructosa; Man, manosa.

1.2. Aplicaciones de las a-galactosidasas

El aprovechamiento de la actividad catalitica de las a-Gals es una herramienta
potente en muchas aplicaciones biotecnoldgicas relacionadas no sélo con la industria
alimentaria, sino también con la farmacéutica y médica, e incluso en el sector de la
bioenergia, incrementando el rendimiento en la produccidn de etanol a partir de
residuos agroindustriales.

Los oligosacaridos de la familia de la rafinosa (RFOs) se encuentran almacenados
en las vacuolas de la mayoria de los vegetales, tales como, la cafia de azlcar vy la
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remolacha azucarera, o la soja y derivados de leguminosas, productos empleados
tanto en alimentacion humana como animal. La actividad a-Gal puede ser utilizada en
la industria azucarera para mejorar el rendimiento del proceso de cristalizacion de la
sacarosa ya que permite la hidrdlisis de rafinosa presente en la materia prima (cana
de azucar o remolacha azucarera). Ademas, la rafinosa y la estaquiosa son los
principales RFOs responsables de la produccidon de flatulencia en el hombre y otros
animales monogastricos, al carecer éstos de a-Gal en su tracto digestivo. Estos
oligosacaridos intactos no se absorben y se acumulan en el intestino grueso, donde
son fermentados por la microflora anaerdbica produciendo gases que generan
desordenes digestivos de diferente orden. En este caso, el tratamiento con a-Gal
puede ser dirigido a su comercializacién como suplemento alimenticio o bien como
aditivo alimentario para degradar los RFOs con el fin de mejorar el valor nutritivo de
nuevos productos o el aprovechamiento energético de piensos (Ghazi et al., 20033;
Levine et al.,, 2004). Muchas son las a-Gals reportadas para evaluar su capacidad
biotecnoldgica en la reduccién de la presencia de RFOs (De Rezende et al., 2005; Du et
al., 2013a, 2013b; Ferreira et al., 2011; Geng et al., 2015; Girigowda et al., 2007;
Guimarades et al., 2001; Guo et al., 2016; Hu et al., 2017; Janika et al., 2010; Katrolia et
al., 2012; Liu and He, 2012; Ramalingam et al., 2010; Ripuan et al., 2003; Schroder et
al., 2016; Shibuya et al., 1999; Singh and Kayastha, 2012a; Viana et al., 2006; Yang et
al., 2015). También se ha reportado la obtencidon de tagatosa a partir de la hidrdlisis
de oligosacaridos de la soja con a-Gals, la cual es un monosacarido natural con mayor
poder endulzante y menos caldrico que la sacarosa empleado como edulcorante
funcional (Kim et al., 2009).

Los galactomananos son anadidos a muchos productos alimenticios porque
permiten modificar su textura y consistencia sin afectar a las caracteristicas
organolépticas de los mismos (Goulas et al., 2016). Se ha demostrado que algunas a-
Gals pueden eliminar residuos de galactosa de estos polisacaridos o “gomas”
mejorando sus propiedades reoldgicas al reducir su viscosidad, lo que amplia su uso
no sélo como aditivos alimentarios, sino también en cosmética y farmacia (Du et al.,
2013b; Fialho et al., 2008; Geng et al., 2015; Janika et al., 2010).

Otra aplicacién en esta area es la sintesis enzimatica de ciertos azucares a través
de la reaccion reversa de la enzima (reaccién de transglicosilacidon) que se produce en
condiciones de supersaturacion de sustrato. De esta manera, las a-Gals pueden
presentar en mayor o menor medida actividad de sintesis de a-galacto-oligosacaridos
(a-GOS) de amplio interés en la industria alimentaria o incluso farmacéutica (Bobrov
et al., 2013; Nakai et al., 2010; Ripuan et al., 2003; Wang et al., 2014; Yamashita et al.,
2005). La caracteristica que hace que los a-GOS tengan un gran valor comercial y que
se incluyan en el grupo de los llamados prebiéticos, es que pueden ser fermentados
especificamente por bacterias del colon (bifidobacterias, lactobacilos) estimulando su
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crecimiento con la consecuente accidon beneficiosa para la salud del hospedador
(Morel et al., 2015). Ademas, algunos de estos a-GOS podrian ser utilizados en
xenotransplantes y en el desarrollo de dianas terapéuticas contra el cancer (Gong et
al., 2016).

Una de las aplicaciones farmacoldgicas mas importante de la a-Gal es el desarrollo
de tratamientos para la enfermedad de Fabry, un trastorno de almacenamiento
lisosomal hereditario ligado al cromosoma X. Esta enfermedad es producida por
mutaciones en el gen que codifica para la enzima a-Gal A, que conlleva a Ia
acumulacién de glicoesfingolipidos (globdsidos, galabiosilceramida e isoglobdsidos).
La terapia de reemplazo de la enzima esta aceptada pero su eficacia es discutida, y se
estdn estudiando nuevas estrategias como el uso de chaperonas para estabilizar la a-
Gal A y la reduccion de glicoesfingolipidos (Arends et al., 2017; Yoshimitsu et al.,
2011). También, es de gran interés la posibilidad de conversiéon entre grupos
sanguineos ABO, donde son determinantes las diferencias estructurales de los
polisacaridos presentes en la superficie de los eritrocitos. Algunas a-Gals de plantas
pueden eliminar los residuos de galactosa terminal unidos por enlaces a-(1,3) de
donantes de sangre tipo B para generar sangre de tipo seroldgico O (Zhu et al., 1994;
Singh N. et al., 2012).

Por otro lado, productos de desecho agricolas, como las melazas de azucar y
subproductos de la industria de legumbres, suponen un problema de contaminacion
medioambiental debido a su elevada carga organica. Uno de los campos de aplicacion
es su degradacion acoplada a la produccién de bioetanol, donde Brasil destaca como
pais pionero y de mayor produccion (Basso et al., 2011). El bioetanol presenta un
abanico de posibilidades de uso, como biocombustible, en desinfectantes sanitarios,
en productos cosméticos y en la produccion de bebidas alcohdlicas. El uso de a-Gal
puede mejorar la utilizaciéon de estos subproductos biodegradables dirigidos a la
produccién de etanol y/o biomasa a través de la fermentacidn alcohdlica llevada a
cabo por Saccharomyces cerevisiae (Takakuwa et al., 2006).

1.3. a-Galactosidasa de Saccharomyces cerevisiae

La a-galactosidasa de S. cerevisiage (ScAGal) pertenece a la familia GH27 y es
transcrita por el gen MEL1 que contiene 1413 pb que codifican para una proteina de
471 aminodcidos (GeneBank X03102). La proteina atraviesa una ruta de secrecién
donde es altamente glicosilada y dirigida a la membrana extracelular gracias a la
presencia de un péptido sefial de 18 aminoacidos en su extremo amino terminal. Una
vez secretada, se acumula en el espacio periplasmatico y, finalmente, difunde al
medio extracelular en diferentes cantidades dependiendo de las condiciones de
cultivo, de tal manera, que la forma intracelular corresponde a un estado de la
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proteina asociada a las membranas (Fernandez-Leiro, 2011). Teniendo en cuenta que
se trata de una enzima extracelular, esto facilita, considerablemente, su purificacién
sin necesidad de dafiar las células y posibilita poder alcanzar una optimizacion del
proceso productivo eficiente que sera discutida en capitulos siguientes. Entre las
propiedades fisico-quimicas de la enzima destacan, pH éptimo de 4 con amplio rango
de estabilidad (pH 2-7.5), temperatura 6ptima de 40 2C y cierta termoestabilidad
mostrando una vida media de 14 horas a 50 2C, 30 minutos a 60 2C y 5 minutos a 70
°C (Fernandez-Leiro, 2011). También, estudios de inhibicién enzimatica revelan que la
enzima es sensible a concentraciones 1 mM de sales de los metales Ca?*, Mn**y Zn*"y
presenta inhibicién competitiva por azlcares como la galactosa, glucosa y melibiosa
(Fernandez-Leiro, 2011). Por otro lado, esta enzima posee mayor afinidad por el
sustrato sintético p-nitrofenil-a-D-galactopirandsido (PNPG), seguido de los sustratos
naturales melibiosa y rafinosa, y exhibe una eficiencia catalitica (Kcat/Km) mas alta
por la melibiosa que por la rafinosa (Fernandez-Leiro R. et al., 2010). Estos trabajos
previos ya revelan propiedades interesantes de esta enzima, las cuales son
complementadas con una caracterizacion de sustrato completa que se detalla en el
capitulo 1 de esta tesis.

2. Caracterizacion de sustrato

Muchas son las a-Gals que se han identificado y purificado a partir de diversas
fuentes microbianas y vegetales (Liu et al., 2007). Sin embargo, en los ultimos afos, ha
aumentado considerablemente, la caracterizacion de aquellas procedentes de
microorganismos con potencial industrial destacable. En especial, aquellas de origen
fungico que presentan una localizacién extracelular y propiedades mds adecuadas en
términos de estabilidad con posibilidad de ofrecer una mejora en el proceso de
produccidn a escala industrial (Ferreira et al., 2011; Geng et al., 2015; Guo et al., 2016;
Hu et al., 2017; Janika et al., 2010; Katrolia et al., 2012; Liu and He, 2012; Yang et al.,
2015).

Las a-Gals pueden romper los enlaces de residuos galactosil terminales de los
sustratos a-PNPG, melibiosa, rafinosa y estaquiosa (Tabla 1). Sin embargo, para una
mejor caracterizacion de la enzima, es necesario utilizar otros sustratos con uniones
galactosa en otras posiciones, como son los galactomano-oligosacaridos. La
preparacion y obtenciéon de estos oligosacaridos, a partir de galactomananos de
origen natural, es compleja y a menudo es necesario recurrir a la actividad de otras
enzimas como las B-mananasas (Kasukabe et al., 1986). Actualmente, varios trabajos
reportan la accién de a-Gals sobre diferentes tipos de galactomananos, pero hay
datos limitados que determinen la posicion de rotura del residuo a-D-galactosil
utilizando galactomanosacaridos sintéticos (Janika et al., 2010; Kim et al., 2003). La
dificultad de obtener galactomanosacaridos con uniones a galactosa en las posiciones



30 || Introduccién

de interés, conlleva a recurrir a la actividad de la enzima B-manosidasa (Kusakabe et
al., 1990). La B-manosidasa de Helix pomatia es una glicosidasa que hidroliza los
enlaces B(1-4) de residuos D-manosil de oligosacaridos complejos, tales como,
galactomananos, glucomananos y galactoglucomananos (McCleary, 1983). Esta
enzima participa en la eliminacion de la manosa del extremo no reductor del polimero
hasta alcanzar un punto de ramificacion, por lo tanto, no puede hidrolizar el enlace
con un residuo a-D-galactosil (McCleary et al., 1982). En la tabla 1 se muestra la
estructura de los galactomano-oligosacaridos sintéticos Gal'Mans; (6'-mono-a-D-
galacto-piranosil-B-1,4-manotriosa) y Gal**Mans (6°,6*di-a-D-galactopiranosil-B-1,4-
manopentosa) y los enlaces susceptibles de ser hidrolizados por o-Gals y PB-
manosidasas. En el capitulo 1 se discutiran las propiedades hidroliticas de la ScAGal en
funcion de la especificidad de sustrato, asi como otras caracteristicas con potencial
uso en la industria biotecnoldégica.

Tabla 1. Estructura de los sustratos susceptibles de hidrdlisis por a-Gals y B-manosidasas.

Sustrato Estructura Enlaces hidrolizados
a-PNPG a-D-Gal-1-p-nitrofenol Gal — PNPG
0
Melibiosa a-D-Gal-(1,6)-a-D-Glc Gal - Glc
0
Rafinosa a-D-Gal-(1,6)-a-D-Glc-(1,2)-B-D-Fru Gal — Glc - Fru
0
Estaquiosa o D-Gal-(1,6)-a-D-Gal-(1,6)-a-D-Glc-(1,2)-B-D-Fru Gal — Gal = Glc—Fru
~ oA
1
Gal"Man; Galal Gal
NZ N
6
M-M-M
Manp1-4ManB1-4Man r A
Gal**Man; Galal Galal Gal Gal
ooy 5| 5|
6 6 M-M-M-M-M
Manp1-4ManB1-4ManfB1-4Manf1-4Man 4
> Enlaces hidrolizados por a-Gal M: Manosa reductora del galactomano-oligosacarido
> Enlaces hidrolizados por B-manosidasa M: Manosa no reductora del galactomano-oligosacarido

2.1. Una herramienta util: Cromatografia de capa fina

En los estudios de caracterizacidon de sustrato de o-Gals, la utilizacion de la
cromatografia de capa fina (TLC) esta recuperando su interés por ser una técnica
analitica sencilla, rapida y barata, que ofrece la posibilidad de observar todos los
componentes de una reaccion siempre que éstos puedan ser separados (Geng et al.,
2015; Guo et al., 2016; Hu et al., 2017; Katrolia et al., 2012). Ademas de permitir el
seguimiento de las reacciones por la aparicion de productos y desaparicion del
sustrato, es posible el tratamiento de varias muestras al mismo tiempo.

La muestra a analizar se deposita mediante un capilar cerca de un extremo de una
[dmina recubierta de una fina capa de adsorbente (fase estacionaria), la cual se coloca
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en una cubeta cerrada que contiene un sistema solvente volatil (eluyente o fase
movil). A medida que la fase mévil asciende por capilaridad a través del adsorbente,
se produce un reparto diferencial de los componentes presentes en la muestra. El
revelado del cromatograma requiere utilizar un agente que reaccione con los
compuestos adsorbidos proporcionando productos coloreados visualizados a través
de manchas o spots. En la figura 2 se representa un esquema de la preparacion y
analisis de muestras mediante TLC.

o Aplicacion de o Elucion o Separacion o Secado y
muestras revelado
Frente del disolvente
2 9
\
R R
X
Linea base o @
——a—a—

Figura 2. Representacion esquematica del analisis por TLC. Paso 1: aplicar la muestra en la placa con un tubo
capilar procurando que se extienda lo menos posible y que no dafie la capa, dejar secar. Paso 2: introducir la placa
en una cubeta que contiene el sistema solvente sin tocar la linea base y permitir que éste ascienda por capilaridad
(hasta 2-3 cm del final de la placa) para arrastrar la muestra a su paso y separar sus componentes. Paso 3: las
distintas moléculas tienen distintas masas por lo que se mueven a diferentes velocidades y alcanzan alturas
diferentes sobre la placa generando un patrén que es comparado con estandares de referencia. Paso 4: sacar la
placa, marcar la altura que ha alcanzado el disolvente, y tras el revelado, calular los Rf (Rf = x/y) comparandolos con
los patrones establecidos.

El adsorbente debe ser inerte y de naturaleza polar; el mas utilizado para separar
sustancias muy polares, tales como carbohidratos, es el gel de silice, el cual permite el
establecimiento de interacciones intermoleculares de tipo dipolo-dipolo o enlaces de
hidrégeno con el soluto durante el proceso de adsorcion. El sistema solvente estd
compuesto, normalmente, por dos o mas disolventes de distinta polaridad; por orden
creciente de fuerza eluyente los mas empleados son hexano < tetraclorometano <
cloroformo < diclorometano < acetato de etilo < acetona < 2-propanol < metanol <
agua. Por lo tanto, la polaridad de la mezcla sera el valor promedio de la cantidad de
cada disolvente empleada y sera necesario seguir "el método del ensayo y del error"
para localizar el eluyente idéneo para cada caso. La retencién y la selectividad en la
separacion vienen determinadas por el numero y la naturaleza de los grupos
funcionales presentes en los solutos y el disolvente. Los solutos mas polares quedaran
mas retenidos puesto que se adsorben mas firmemente a los centros activos de la
fase estacionaria, mientras que los no polares se eluirdn con mayor facilidad.
Asimismo, para un mismo compuesto, un aumento en la polaridad del disolvente
facilitara su desplazamiento en la placa cromatografica. La relaciéon entre las
distancias recorridas por el soluto y el eluyente desde el origen de la placa se conoce



32 || Introduccién

como Rf (coeficiente de reparto) que representa la posicion de un compuesto. Este
valor es constante para cada compuesto en unas condiciones cromatograficas
determinadas (adsorbente, disolvente, tamano de la cubeta, temperatura, etc.). Por lo
tanto, dado que no es posible reproducir exactamente las condiciones
experimentales, la comparacidon de una muestra con otra debe realizarse eluyendo
ambas en la misma placa.

La dificultad que atafe a este tipo de técnica, es que algunos componentes
pueden presentar polaridades similares apareciendo bajo el mismo punto. Si se utiliza
un disolvente de desarrollo demasiado polar, todos los componentes en la mezcla se
moveran junto con el disolvente (Rf demasiado grande) vy si su polaridad es demasiado
baja no se mueven lo suficiente (Rf demasiado pequefio), en cualquiera de los dos
casos, los componentes de la muestra no se separaran bien. Se ha reportado la
separacidon de mezclas de carbohidratos a través de diferentes sistemas de solventes
como 1-propanol-nitrometano-agua, cloroformo-metanol-agua o 1-propanol-acido
acético-agua, los cuales son, posteriormente, detectados mediante revelado con
diferentes combinaciones de acido sulfurico concentrado y alcoholes (Kaneko et al.,
1991; Katrolia et al., 2012; Kim et al., 2003). Por lo tanto, es necesario llevar a cabo
una optimizacién del sistema cromatografico que permita aportar resultados
satisfactorios en términos de resolucién y movilidad de los productos detectados, y
ausencia de artefactos provocados por el revelado de las placas. En el capitulo 1 se
discutira la caracterizacion de sustrato de la ScAGal mediante TLC como método
cualitativo, previo a la cuantificacion por cromatografia liquida de alta resolucion.

3. Optimizacion de procesos productivos

La optimizacion de un proceso productivo dirigido a la obtencidn de enzimas
industriales permite la mejora en cuanto a costo, tiempo, eficiencia, productividad y/o
calidad del producto final. Mediante estrategias estadisticas como la Metodologia de
Superficie de Respuesta se puede conocer el funcionamiento de un sistema o proceso
y encontrar las condiciones éptimas de operacidén, que posteriormente, podran ser
aplicables a un biorreactor, el cual facilitara la implementacién de la produccién de
enzimas a escala industrial. Asimismo, un punto importante a considerar, desde la
perspectiva industrial, es la seleccién de un medio de cultivo adecuado en relacion
con el costo y la eficiencia.

3.1. Metodologia de Superficie de Respuesta

La Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) es una combinacién de técnicas
de disefio experimental y analisis de regresion introducida por Box y Wilson en 1951
(Box and Draper, 2007). Es una estrategia que permite modelar y analizar las
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condiciones de un proceso (factores experimentales) que influyen en una respuesta
de interés. El propdsito de estas técnicas es disefar experimentos que proporcionen
valores reales adecuados de dicha respuesta, determinar el modelo matematico que
mejor se ajuste a los datos observados y establecer, finalmente, los valores de los
factores (variables independientes) que optimicen el valor de la variable respuesta
(variable dependiente).

Cuando un valor real de la respuesta depende de los niveles (x1, X, ... X¢) de k
factores, esto significa que existe una funcion matematica que predice la variable
respuesta (Y), Y = f(xy, Xo, ... k) + €, donde € es el error observado que engloba las
fuentes de variabilidad que no se tuvieron en cuenta. La forma de esta funcién es, en
general, desconocida, por lo que la MSR consiste en establecer experimentalmente
una aproximacion apropiada de dicha funcién. Para ello, se propone un modelo de
ecuacién, generalmente polindmico, en los k factores, y se selecciona un conjunto de
tratamientos sobre los que realizar las observaciones experimentales, que se
utilizaran para obtener estimaciones de los coeficientes en el modelo propuesto y la
variacién del error experimental. Este polinomio es empleado para generar una
superficie de respuesta representada por k+1 dimensiones, de tal manera que, con
una funcion Y = f(xy, X,) obtendremos una superficie de respuesta tridimensional que
define el dominio experimental (Figura 3A). La forma de esta superficie puede ser
representada como una grafica de contornos, que son curvas correspondientes a
valores constantes de la respuesta sobre un plano donde los ejes coordenados
representan los niveles de los factores, permitiendo el estudio de aquellos niveles en
los que ocurre un cambio en la altura de la superficie (Figura 3B). El estudio de la
superficie de respuesta se hace en términos de la superficie ajustada, ya que su
analisis sera aproximadamente equivalente al del sistema real. Con el modelo
ajustado se determinan las condiciones 6ptimas de operacién del sistema. En los

A) B)
Optimo de la respuesta

Superficie de Respuesta ./

RESPUESTA

Niveles dptimos
de las variables

Figura 3. Representacion grafica del modelo de Superficie de Respuesta. A) Componentes de una Superficie de
Respuesta y gréfica de contornos. B) Cada linea de contorno estd formada por todas las combinaciones de los
factores que producen una misma respuesta.
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capitulos 1, 2 y 3 de esta tesis se aplicara la MSR para el desarrollo de la optimizacién
de la produccién de la proteina heteréloga ScAGal empleando diferentes condiciones
de cultivo.

3.1.1. Disenos de Superficie de Respuesta

El estudio de una superficie de respuesta consiste en la localizacién de la region
donde se encuentra la respuesta dptima, la cual puede requerir varias etapas que, tras
la comprobacion experimental, permite reducir la superficie de la misma, en algunos
casos hasta alcanzar la convergencia en un punto 6ptimo. De esta manera, el estudio
puede iniciarse con la planificacion de un disefio experimental exploratorio que
permite la aproximacion a la superficie mediante la representacion matematica de los
modelos mas simples. En este caso se utilizan los modelos de primer orden (lineal) sin
interacciones o con interacciones o productos cruzados que determinan el estudio de
los efectos lineales, o lineales y de interaccion entre los factores experimentales,
respectivamente. Sin embargo, cuando se espera que el punto éptimo se localice
cerca del dominio experimental se pueden utilizar disefios de segundo orden para asi
estudiar, ademads de los efectos lineales y de interaccidn, los efectos cuadraticos o de
curvatura pura. El modelo cuadratico o de segundo orden ajustado estd dado por la
siguiente ecuacioén polinominal (1):

I k k-1 k
Y=5, +Zﬁixi +Z£{i—xf + Z Zﬁ.ﬁ‘x‘!’x." (1);

i=1 i=1 i=1.i=jj=2

donde Y es la respuesta predicha; x; y x; son los variables independientes que afectan
a la variable respuesta; y By, Bi, Bii, Bij son los coeficientes de regresidn a estimar que
representan el término constante, el efecto lineal de x;, el efecto cuadratico de x;, y la
interaccion entre x; y x;, respectivamente. Estos disefios requieren al menos tres
niveles (-1, 0, 1) para cada factor experimental que son codificados para facilitar los
calculos, estandarizar las variables (eliminando las unidades de medida de las
variables reales) e incrementar la precisidn al estimar los coeficientes del modelo de
regresion cuadratica. Los niveles codificados de los factores se obtienen mediante una
ecuacion (2) que asigna valores #1 a las variables asociadas al arreglo factorial:

xi= (Xi—Xo)/DXi  (2);

donde xi es el valor codificado de la variable independiente, X; es el valor real de la
variable independiente, X, es el valor real de la variable independiente en el punto
central del dominio experimental y AX; el incremento de X; correspondiente a una
unidad del valor adimensional x;. Para obtener los valores de los niveles reales, las
variables se pueden decodificar posteriormente, aunque la utilizacion de un software
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puede evitar el uso de cddigos. Considerando todas las posibles combinaciones de los
niveles de los k factores, se obtiene una matriz de disefio de 1+2k+k(k-1)/2 filas, cada
una de las cuales representa un tratamiento. El disefio se incrementa con repeticiones
de los puntos centrales (0, 0, 0) que corresponden al nivel central de cada factor, con
el fin de detectar la falta de ajuste del modelo. Entre los disefios experimentales que
pueden ser utilizados en esta etapa estan los experimentos factoriales 3%y los disefios
centrales compuestos propuestos por Box y Wilson.

Los disefios centrales compuestos consisten en tratamientos factoriales 2¥con 2

combinaciones adicionales denominados puntos axiales, cuyas coordenadas vienen
representadas por (+,0,0,...,0),(0,+ 0,0, ..., 0), .., (0,0,0, ..., + a). La propiedad
deseable en estos disefios establece que la varianza de los valores estimados sea
constante en puntos equidistantes del centro del disefio. Esta propiedad llamada
rotabilidad se logra con a = 2k/4, de tal manera que, el valor de a para un disefio con
tres factores es a = 1,682 y para cuatro factores es a = 2.

3.1.2. Andlisis vy optimizacidn de la Superficie de Respuesta

El andlisis de la superficie de respuesta requiere, en cada etapa, identificar los
factores significativos, examinar la adecuacion del modelo y determinar la direccién
en la cual se encuentran las condiciones 0ptimas de experimentacion. Para identificar
los factores que tienen mayor influencia en la respuesta y examinar la falta de ajuste
del modelo se utiliza el analisis de varianza. Si el modelo no explica un minimo de 70
% del comportamiento de la respuesta, en términos del R ajustada, no se recomienda
utilizarlo para fines de optimizacion porque su calidad de prediccion es mala. Si el
modelo se ajusta adecuadamente, se utiliza para describir la forma de la superficie a
través de la grafica de contornos y localizar, en el lugar en el que la pendiente de la
superficie ajustada es cero, las coordenadas del punto estacionario, que es el punto
gue proporciona el valor éptimo de la variable respuesta. Si, por el contrario, el punto
estacionario no se halla dentro del dominio experimental, se realizan nuevos
experimentos en la direccién en la que éste se encuentra mediante el método de
maxima pendiente en ascenso, que permite recorrer secuencialmente la trayectoria
de la maxima pendiente hacia el maximo aumento de la respuesta (Myers et al.,
2016). Frecuentemente, la estimacidn inicial de las condiciones de operacion éptimas
esta alejada del 6ptimo real, en este caso se desea moverse en las proximidades del
Optimo. Una vez obtenidas las condiciones dptimas de operacion del sistema, segun el
criterio establecido, éstas deben confirmarse experimentalmente.
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3.2. Monitoreo de bioprocesos

Los procesos biotecnoldgicos son cruciales para el desarrollo de cualquier
economia que busca asegurar una posicion competitiva en el mercado. Esto incluye
un gran rango de sectores, desde el farmacéutico, agroindustrial, alimenticio, bebidas,
etc, y todos ellos, conllevan el cultivo de microorganismos bajo condiciones de
operacion controladas. El cultivo en un biorreactor es una de las operaciones mas
importantes del proceso productivo y también la mas compleja para el monitoreo y
control del mismo debido a la combinacién de fendmenos fisicos, quimicos vy
bioldgicos que se llevan a cabo. De tal manera que, los biorreactores son sistemas
multivariables, ya que durante su operacion, hay sustratos que son consumidos y
productos y metabolitos intermediarios que son generados en presencia de células
vivas. Ademas, dichas células se encuentran en suspensién en el medio en cantidades
gue pueden variar desde la ausencia hasta la saturacién.

En los ultimos afios, se ha avanzado en el monitoreo de bioprocesos mediante
sensores y analizadores utilizados fuera de linea (off-line), en la linea (on-line) y en
linea (in-line), de acuerdo a la localizacidon del sistema analitico en relacion con el
biorreactor. Las mediciones fuera de linea implican un muestreo manual del
fermentador y el andlisis de la muestra con un equipo externo, lo que conlleva a un
desfase de tiempo respecto al bioproceso. Las mediciones en la linea involucran
muestreo automatico pero la muestra es analizada fuera del biorreactor; sin embargo,
durante un analisis en linea el sensor es insertado dentro del biorreactor.
Actualmente, el monitoreo en linea de un biorreactor es considerado una parte
esencial de un control efectivo de bioprocesos, el cual puede desembocar en
incrementos de eficiencia, productividad, reproducibilidad, calidad, reduccion de la
contaminacién ambiental y optimizacion de costos globales de produccion (Alford,
2006). En general, los parametros mdas frecuentes monitoreados en linea son
temperatura, presion, pH, oxigeno disuelto, velocidad de agitacion, velocidades de
entrada y salida de liquidos y gases, entre otros, y se utilizan sondas adicionales que
determinan diéxido de carbono disuelto, potencial dxido-reduccidn y densidad dptica
(Schiigerl, 2001). En el capitulo 2 y 3 se llevara a cabo el monitoreo de biorreactores
dirigido a una primera aproximacion al escalado de bioprocesos industriales.

3.3. Bioconversion de subproductos industriales

Las actuales practicas agricolas e industriales generan grandes cantidades de
residuos de coste bajo o negativo, los cuales pueden ser utilizados para la produccion
de compuestos de valor afiadido y reducir, asi, su impacto ambiental. De esta manera,
un determinado residuo de un proceso productivo es considerado un subproducto de
aprovechamiento que puede formar parte de la materia prima de medios de cultivo
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para la elaboracién de otros productos industriales, a través de la fermentacién por
microorganismos. Subproductos tales como, melazas, suero de leche, residuos
industriales derivados del procesamiento de maiz, cerveza, manzana, aceites, entre
otros, o diferentes combinaciones de los mismos, pueden ser utilizados con interés
biotecnoldgico en la produccion de biomasa celular (Revillion et al.,, 2003), etanol
(Akbas and Stark, 2016; Arshad et al., 2017), prebidticos (Belem and Lee, 1998),
surfactantes (Almeida et al.,, 2017; Santos et al., 2010) y enzimas recombinantes
(Darvishi et al., 2016; Yaman and Calik, 2016). Algunos de estos subproductos son
ricos en fuentes de nitrégeno como el licor de macerado de maiz o el extracto de
levaduras, mientras que otros son ricos en fuentes de carbono como el almidén, las
dextrinas, el lactosuero o las melazas de cafia de azlcar o de remolacha. De esta
manera podemos obtener un medio de cultivo con los requerimientos nutritivos
necesarios para la obtencion de productos de interés a bajo coste (Ferreira et al.,
2010; Santos et al., 2010). Es por ello que, una alternativa atractiva para la produccion
de proteinas recombinantes de alto valor afiadido, como la ScAGal, puede ser el uso
de medios de cultivo sostenibles y baratos basados en melazas de remolacha y suero
de leche que seran discutidos en los capitulos 2 y 3 de la presente Tesis Doctoral.

3.3.1. Melazas de remolacha

En Espafiia, el azUcar comercial se obtiene, principalmente, a partir del cultivo de Ia
remolacha azucarera. En el afno 2015, en Espaia se cultivaron 37600 hectareas, con
una produccion de unos 3.6 millones de toneladas para obtener alrededor de 482000
toneladas de azucar (MAPAMA, 2016). Durante el proceso de elaboracién del azucar
se genera alrededor de 4 kg de melaza por cada 100 kg de remolacha, lo que implica
un volumen econdmico destacable dentro de la industria agroalimentaria espafiola. La
melaza es el liquido oscuro y viscoso producido por la industria azucarera como
desecho derivado del procesamiento de la remolacha, del cual no es posible cristalizar
mas azucar (Figura 4). La composicidon quimica de esta melaza es muy heterogénea ya
gue depende, considerablemente, del tipo de suelo de la zona de produccion,
condiciones climaticas, periodo de cultivo, variedad y estado de calidad de la
remolacha en el momento del procesamiento, etc., asi como de la tecnologia
industrial aplicada (Baquero Franco, 1987). Los azucares de la melaza representan del
orden del 80% de su contenido en materia seca, donde el principal componente es la
sacarosa, aungque también contiene oligosacaridos (rafinosa), acidos organicos
(malico, oxalico, lactico, acotinico y citrico), proteinas solubles (aunque la proporcion
de aminodacidos esenciales es muy baja), betaina y minerales (sodio, cloro, potasio). La
melaza es empleada para la produccidn de etanol y levadura de panaderia a través de
la fermentacidn por microorganismos y como suplemento energético de alimentos y
piensos (Baquero Franco, 1987).
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Figura 4. Esquema de un diagrama de flujo del proceso de fabricacion de azucar. Tras la recepcién y toma de
muestra (determinacién del contenido en azucar), la remolacha es sometida a varios procesos que incluyen lavado,
cortado en rebanadas de 2-3 mm (cosetas), difusidn, purificacidn, concentracion en evaporadores y coccion hasta
obtener los cristales de sacarosa. Finalmente, la centrifugacién permite separar el liquido denso que no ha sido
posible cristalizar conocido como melaza.

3.3.2. Suero de leche

La importancia del sector lacteo en general y de la industria quesera en particular
es evidente para la industria alimentaria espafiola. En el afio 2015 se produjeron mas
de 7.864 millones de litros de leche, siendo Galicia la comunidad auténoma mas
productora alcanzando el 33,7 % de la produccion lactea espafiola (MAPAMA, 2016).
Sin embargo, debido a la existencia de un volumen muy importante de produccidn
casera o artesanal sin registrar, es dificil ofrecer datos fiables sobre la cantidad de
leche destinada a la fabricacién de quesos en Galicia. Los datos proporcionados por la
Conselleria de Economia, Emprego e Industria (http://galiciacalidade.es/ES/
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certificacion/Quesos) con respecto a la produccion de quesos con denominaciones de
origen protegido (Arzua-Ulloa, Cebreiro, Queixo Tetilla y San Simdén da Costa) estiman
una produccion de 5 millones de kilos en 2014. Esto supone una generacién de unos
50 millones de litros de suero de leche al afio (a razén de 10 litros de suero por kg de
gueso), concentrandose esta produccion, en las provincias de A Coruia y Lugo.

El suero de leche o lactosuero, es el liquido resultante tras la coagulacién de la
caseina durante la fabricacién del queso. Si el proceso de precipitacién de la caseina
se realiza a pH 6-7 se obtienen sueros dulces, mientras que si se realiza a pH < 5 se
obtienen sueros acidos. En cualquier caso, el lactosuero representa sobre el 85-90%
del volumen de la leche y retiene el 55 % de sus nutrientes, donde destacan lactosa
(4.5-5 % p/v), proteinas solubles (0.6-0.8 % p/v), lipidos (0.4-0.5 % p/v), sales
minerales (8-10 % de extracto seco), y otros componentes minoritarios como acidos
organicos (lactico, citrico) y vitaminas del grupo B (Gonzalez Siso, 1996). Dado el gran
valor nutritivo, muchas son las aplicaciones de algunos de los componentes de este
subproducto dirigido a la elaboracion de bebidas y alimentos lacteos, féormulas
infantiles, productos cdarnicos, panificados, confiteria y productos farmacéuticos
(Parra Huertas, 2009). El fraccionamiento del suero permite obtener concentrados de
proteina de lactosuero (WPC) mediante ultrafiltracién que, posteriormente, son
evaporados y liofilizados para uso alimentario (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de flujos durante un proceso de fraccionamiento mediante ultrafiltracion. Los WPC son
elaborados mediante ultrafiltracidn del lactosuero a través de una membrana semipermeable, la cual permite pasar
selectivamente materiales de bajo peso molecular como agua, iones y lactosa (permeado), mientras retiene
materiales de peso molecular alto como la proteina (concentrado). Imagen modificada, (Parzenese, 2008).

Sin embargo, en la actualidad, debido al elevado volumen de suero que es
generado a diario, el lactosuero se continla desechando y formando parte de
efluentes de industrias lacteas resultando en un serio problema medioambiental por
su elevada carga orgdnica (DBO= 30.000-60.000 ppm) (Gonzdlez Siso, 1996). Ademds,
aquellos sueros que poseen un mayor contenido salino (sueros acidos) no son ni
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siquiera aptos para el desecado y no existe ningln sistema para su tratamiento.
Nuevas alternativas de tratamiento recurren al uso de los permeados de suero para la
produccién de etanol, proteina unicelular de levadura (SCP), levadura de panaderia,
exopolisacdridos, acidos organicos, a través del cultivo de microorganismos del
género Kluyveromyces sp.(Parra Huertas, 2009).

4. Produccién heteréloga de proteinas recombinantes

La biotecnologia se fundamenta en el uso de microorganismos o cultivos celulares
para la produccién de enzimas y otras proteinas, las cuales son muy empleadas en la
vida cotidiana. En el 2014, el lider del mercado de enzimas recombinantes fue
Novozymes con una cuota del 48 %, seguido por Danisco (21 %), DSM (6 %), AB
Enzymes (5 %) y BASF (4 %), donde el 31 % de las ventas era de enzimas de limpieza
del hogar, seguido de cerca por las enzimas de alimentos y bebidas (29 %) y otras (13
%) (Spohner et al., 2016). Son muchas las enzimas recombinantes expresadas en
diferentes hospedadores procariotas y eucariotas, pero a menudo la produccion
heterdloga de enzimas funcionales requiere la selecciéon de un sistema de expresion
apropiado. En la produccion de muchas proteinas eucariotas, entre ellas proteinas
humanas, es necesaria la presencia de modificaciones postraduccionales que
incluyen: procesamiento proteolitico de péptidos sefial, formacién de enlaces
disulfuro, ensamblaje de subunidades, acilacion y glicosilacidn. Si la proteina soluble
puede secretarse al medio extracelular (dirigida por un péptido sefial), esto facilitara
su posterior purificacion mediante etapas sencillas y rentables. Ademas, alto
rendimiento de producto, integracion gendmica estable de casetes de expresion,
rentabilidad, alta densidad celular, rapido crecimiento en medios definidos y ausencia
tanto de marcadores genéticos bacterianos que confieren resistencia a antibioticos,
como de endotoxinas, carcindgenos y virus, son caracteristicas a tener en cuenta en
un hospedador dirigido a la produccion industrial de proteinas heterélogas. Por otro
lado, en la industria farmacéutica y alimentaria es requisito exigente que el organismo
productor de la enzima recombinante sea generalmente considerado seguro (GRAS)
catalogado por la US FDA. Las levaduras, tales como Saccharomyces cerevisiae y
Kluyveromyces lactis son candidatos favorables a presentar estas aptitudes,
comparten la facil manipulacién genética gracias a la disponibilidad de un genoma
completamente secuenciado y ambas han sido muy utilizadas en la produccién de
productos biofarmacéuticos (Nielsen, 2013; Van Ooyen et al., 2006).

4.1. Secrecidn de proteinas heterdlogas por sistemas de expresidn de levaduras

S. cerevisiae es, actualmente, el sistema de modelo eucariota en bioquimica de
proteinas, ingenieria metabdlica y la produccion de bebidas fermentadas y, K. lactis,
se ha vuelto cada vez mas interesante en investigacion y biotecnologia, especialmente
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para la produccion industrial de proteinas, debido a que alcanza rapidamente altas
densidades de cultivo y ofrece elevados rendimientos de proteinas recombinantes
(Van Ooyen et al.,, 2006). Se han utilizado varias secuencias sefial enddgenas,
heterdlogas y sintéticas para secretar proteinas en estas levaduras, aunque la
conservacion entre secuencias sefial eucariotas es tan fuerte que los péptidos sefial
nativos son a menudo suficientes cuando estan presentes en una proteina
recombinante. Mas de 40 proteinas recombinantes diferentes se han expresado,
producido y secretado por S. cerevisiae, siendo el factor a (una hormona de la
levadura implicada en el apareamiento) el mas estudiado y mas utilizado para la
secrecion eficiente de proteinas recombinantes (Nielsen, 2013). Lo mismo sucede con
K. lactis que secreta naturalmente poca proteina, pero tiene el potencial de secretar
proteinas grandes a través de la pre-secuencia de la a-subunidad de la toxina killer de
esta levadura (Spohner et al., 2016). Estas secuencias sefial presentan un sitio de
reconocimiento de la proteasa Kex en el extremo amino terminal localizado entre la
secuencia sefial y la proteina heterdloga que permite la escision del péptido sefial
durante la maduracién de la proteina (Figura 6). De este modo, la secuencia sefial se
escinde del polipéptido deseado durante la maduracién y se secreta de la célula. En el
capitulo 1 de esta tesis se discutird el sistema de secrecién que permita la mayor
liberacion de la proteina heterdéloga ScAGal al medio extracelular utilizando como
hospedador una cepa de S. cerevisiae.
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Figura 6. Procesamiento de proteinas heterdlogas secretadas en un sistema de expresion de levaduras. Tras la
expresion de la proteina heterdloga, el péptido sefial (rojo) dirige la translocacidn de la proteina hacia el lumen del
reticulo endoplasmico (RE) y se escinde el pre-dominio por sefial peptidasa (SP). Las vesiculas secretoras (circulos)
transportan la proteina al Golgi, donde la endoproteasa Kex escinde el pro-dominio, liberando la forma madura de
la proteina deseada al medio extracelular (imagen modificada; New England Biolabs, Inc., 2005).
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4.2. Metabolismo energético de levaduras

Las levaduras pueden metabolizar una gran variedad de fuentes de carbono, pero
la glucosa y la fructosa son sus preferidas. Cuando uno de estos azlcares estd
presente, las enzimas requeridas para la utilizacion de fuentes alternativas de carbono
se sintetizan a bajas tasas o ninguna, fendmeno conocido como represién catabdlica.
Una alta concentracion de glucosa en el medio de cultivo, conlleva a la expresidn de
los genes especificos implicados en el ciclo de Krebs y la fosforilacién oxidativa. El ciclo
del glioxilato, la gluconeogénesis y el metabolismo de los otros azlcares se reprimen.
Simultdaneamente, se induce la expresion de genes involucrados en la fermentacion
alcohdlica y se obtendra el consumo preferencial de glucosa sobre las otras fuentes de
carbono (Rodrigues et al., 2015).

La diferencia mas importante entre S. cerevisiae y K. lactis se refiere a la
regulacion del metabolismo del carbono. Ambas levaduras pertenecen al grupo
aerdbico facultativo y metabolizan la glucosa por vias oxidativas y oxidorreductoras;
sin embargo, en condiciones aerdbicas, S. cerevisiae es una levadura fermentativa y K.
lactis es respiratoria (Gonzalez-Siso et al., 1996). La fermentacion aerdbica, capacidad
para producir etanol en condiciones aerobias bajo la presencia de glucosa, se conoce
como el efecto Crabtree. El efecto Crabtree se explicd inicialmente como la
consecuencia de la inhibicion de la respiracion por sustratos fermentativos y, después,
como la saturacion del flujo de carbono a través de la glicélisis que excede la
capacidad del ciclo de Krebs para oxidar completamente el piruvato producido, lo que
favorece su degradacion por la via de la piruvato descarboxilasa que conlleva a la
formacién de etanol, incluso en condiciones aerdbicas (Figura 7). El efecto Crabtree
tiene una influencia negativa significativa en aplicaciones industriales dirigidas a la
produccién de proteinas heterdlogas. La célula obtiene mucha mas energia mediante
el metabolismo oxidativo o respiracion (38 moléculas de ATP) que mediante el
metabolismo oxido-reductivo o fermentacion (2 moléculas de ATP), aunque ambos
metabolismos pueden coexistir. Cada molécula de piruvato que es reducida a etanol
no estd disponible para su conversién en el ciclo de Krebs y por lo tanto, el ATP y el
rendimiento de biomasa es mucho menor en levaduras Crabtree-positivas que en
levaduras negativas (Breunig et al., 2000). S. cerevisiae es el prototipo de una levadura
Crabtree positiva, mientras que K. lactis es Crabtree negativa, aunque las condiciones
de cultivo (aireacion, fuente de carbono, fase del cultivo, limitaciones de nutrientes)
parecen ser una caracteristica general para determinar la preferencia metabdlica de
estas levaduras (Gonzdlez-Siso et al.,, 2000). En el capitulo 2 y 3 se estudiara el
metabolismo energético de las cepas de S. cerevisiae y K. lactis, respectivamente,
empleadas en esta tesis para la produccién heteréloga de la ScAGal.
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Figura 7. Destino del piruvato durante el metabolismo energético de levaduras. En presencia de glucosa se
alcanzan grandes concentraciones de piruvato intracelular, un intermediario glicolitico, que es reducido a etanol via
piruvato descarboxilasa (metabolismo fermentativo), en lugar del complejo piruvato deshidrogenasa, que lleva
directamente a acetil-CoA que es dirigido hacia el ciclo de Krebs (respiracion). Dado que la capacidad de las
reacciones posteriores que permitirian la transformacion del acetaldehido formado por la piruvato descarboxilasa
en acetil-CoA es limitada, esto favorece finalmente la formacion de etanol aln en condiciones aerdbicas (Efecto
Crabtree). Ambos destinos de piruvato pueden coexistir simultdneamente dando lugar a un patrén mixto
(respirofermentativo) de metabolismo energético.

5. Inmovilizacion de enzimas

La aplicacion industrial de enzimas a menudo se ve obstaculizada por la falta de
estabilidad operativa a largo plazo, dado que las enzimas son biocatalizadores solubles
gue suelen ser inestables y pueden estar fuertemente inhibidas por sustratos vy
productos. Ademas, por razones técnicas y econémicas, la mayoria de los procesos
catalizados por enzimas requieren la reutilizacién o el uso continuo del biocatalizador
para que el proceso del reactor sea rentable. Una forma inmovilizada del
biocatalizador facilita el disefio del reactor, el control de la reaccién y permite ahorros
significativos en el consumo de enzimas, dado que la simple filtracion detiene la
reaccion y permite la separacion del producto final que repercute en la mejora de la
calidad del mismo. Es por ello que, la inmovilizacion enzimatica se hace un requisito
indispensable para el uso de un biocatalizador a nivel industrial, aunque la estabilidad
del derivado enzimatico final debe ser lo suficientemente alta como para permitir esta
reutilizacion (Mateo et al., 2007).

Existen diferentes estrategias de inmovilizacion basadas tanto en métodos
guimicos, donde intervienen enlaces entre el biocatalizador y un soporte preexistente
(adsorcién, union covalente) o mediante agentes entrecruzantes (cross-linking); y
fisicos, donde el biocatalizador es encapsulado en geles sin establecer una interaccién
con los mismos (encapsulacion o inclusién). Ademas, los procedimientos de
inmovilizacion pueden ser reversibles (adsorcidn) o irreversibles (unidon covalente,
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cross-linking, encapsulacién), siendo los Ultimos mas estables con el inconveniente de
no permitir la separacién del biocatalizador unido al soporte sin destruir la actividad
bioldgica de la enzima o el soporte (Brena and Vieira-Batista, 2006). Se han descrito
numerosas referencias sobre la inmovilizacién de a-Gals de diferente origen mediante
encapsulacién con carragenanos (Girigowda et al., 2007) y bolas de alcohol polivinil-
alginato (Patil et al., 2009), inmovilizacién covalente con soportes de agarosa (Filho et
al., 2008), silica gel (Falkoski et al., 2009), quitosano (Kulkarni et al., 2006), amberlita
(Singh and Kayastha, 2012b) y nanoparticulas de grafeno (Singh et al., 2014).

Centrandonos en la inmovilizacién quimica que implica la fijacién enzimatica a
través de matrices que conforman un soporte preexistente, las caracteristicas de dicha
matriz (tamafo de particula, resistencia mecanica, comportamientos de hinchamiento
y compresion) van a determinar el funcionamiento de los sistemas inmovilizados y el
tipo de reactor industrial. Los soportes no porosos muestran pocas limitaciones
difusionales (impedimentos de la entrada del sustrato al centro activo de la enzima),
pero tienen una baja capacidad de carga enzimatica. Sin embargo, los soportes
porosos presentan una mayor area superficial para admitir cargas mas altas y, ademas,
el biocatalizador inmovilizado estara mas protegido del medio que le rodea. Esto se
debe a que las moléculas enzimaticas permanecen completamente dispersas,
evitando la agregacion, autolisis o protedlisis por proteasas del extracto (que también
se dispersaran e inmovilizaran) y no estaran en contacto con ninguna interfase
hidrofoba externa, como burbujas de aire originadas por el suministro de gases
requeridos o promovidos por agitacion fuerte del reactor, las cuales, pueden producir
la inactivacion enzimatica de las proteinas solubles. Todo ello conlleva a una
estabilizacion operativa del biocatalizador inmovilizado, incluso sin afectar realmente a
la estabilidad estructural de la enzima (Mateo et al., 2007). La agarosa es una matriz
con alta porosidad, caracter hidréfilo e inerte, facilidad de derivatizacion vy
disponibilidad comercial, con la limitacidn del alto costo que puede ser solventado con
métodos reversibles que permiten la regeneracion y reutilizacion de la matriz.
Ademas, la derivatizacion con grupos reactivos altamente activados (grupos glioxilo o
epoxido) permite, también, la unidon covalente multipunto a través de brazos
espaciadores cortos con los residuos superficiales de la enzima que promueve la
rigidez de la estructura enzimatica inmovilizada estabilizandola ante cualquier cambio
conformacional inducido por agentes distorsionantes (calor, disolventes organicos,
valores de pH extremos). Por otro lado, la seleccidn adecuada de las condiciones de
inmovilizacion es critica para maximizar la unién covalente multipunto: tiempo de
reaccion (para establecer una alineacion correcta de grupos reactivos implicados); pH,
la reactividad a valores alcalinos de los nucledfilos de la proteina (los grupos amino
terminales presentan un pK, entre 7 y 8, mientras que los grupos Lys expuestos tienen
un pK, superior a 10.5); temperatura moderadamente alta, siempre que sea posible,
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(favorecerd la vibracion aumentando la posibilidad de unidn); tampones que no
interfieran en la reaccién (el borato puede interferir en la unién aldehido-amina, los
compuestos amino, tales como Tris o etanolamina, pueden modificar soportes epoxi o
competir con el Lys por grupos aldehido); inhibidores y otros protectores proteicos
para reducir pérdidas de actividad ocasionadas por la inmovilizacion. Finalmente, este
tipo de soportes, también es compatible con el disefio de un proceso de
inmovilizacion altamente selectivo, como es la cromatografia de afinidad a metal
guelato inmovilizado (IMAC), que permite enlazar etapas de purificacién e
inmovilizacion para disponer de biocatalizadores puros inmovilizados y evitar asi,
reacciones secundarias no deseadas provocadas por contaminantes de las
preparaciones enzimaticas brutas (Ardao et al., 2006).

Por lo tanto, la aplicacion industrial de biocatalizadores inmovilizados esta
intimamente relacionada con la sencillez, rentabilidad, estabilidad operacional y Ila
estabilizacion de enzimas. En el capitulo 4 se presenta el desarrollo practico de
diferentes estrategias de inmovilizacion de preparaciones parcialmente purificadas de
la ScAGal utilizando soportes de agarosa mono y bifuncionales.
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En la presente Tesis Doctoral se proponen los siguientes objetivos:

Expresion y purificacion de la a-galactosidasa de Saccharomyces cerevisiae.

Caracterizaciéon mediante cromatografia de capa fina y cromatografia liquida de
alta resolucion de la especificidad de sustrato de la a-galactosidasa de
Saccharomyces cerevisiae utilizando galactésidos naturales (melibiosa, rafinosa,
estaquiosa, galactomanano de algarrobo) y galactomano-oligosacaridos sintéticos.

Construccién de una cepa de Saccharomyces cerevisiae deficiente en la enzima
nativa invertasa dirigida hacia la mejora de la produccion heterdloga de a-
galactosidasa de Saccharomyces cerevisiae a partir de melazas de remolacha.

Integracion gendmica de varias copias en tandem del gen que codifica para la a-
galactosidasa de Saccharomyces cerevisiae en un sistema de expresion de
Kluyveromyces lactis para la produccion heterdloga en medios basados en
lactosuero.

Optimizacion de la produccién de a-galactosidasa de Saccharomyces cerevisiae
mediante la Metodologia de Superficie de Respuesta utilizando medios
convencionales y medios sostenibles a base de melazas de remolacha vy
lactosuero.

Estudios preliminares de diferentes mecanismos de inmovilizacién enzimatica para
la mejora de la estabilidad operacional de la a-galactosidasa de Saccharomyces
cerevisiae.






CAPITULO 1

Optimizacion del proceso productivo de la a-
galactosidasa de Saccharomyces cerevisiae y su
aplicacion en la degradacion de oligosacaridos de la
familia de la rafinosa
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Resumen

El gen MEL1 que codifica para la a-galactosidasa de Saccharomyces cerevisiae
(ScAGal) fue clonado y expresado en la cepa de S. cerevisiae BJ3505. Se disefiaron
diferentes construcciones con la finalidad, por una parte, de obtener el grado de
purificacidon necesario para los ensayos de caracterizacién enzimdatica y, por otra
parte, intentar mejorar el proceso productivo de la enzima. La ScAGal presenta mayor
especificidad por el sustrato sintético p-nitrofenil-a-D-galactopiranésido (PNPG)
seguido de los glucdsidos naturales melibiosa, rafinosa y estaquiosa, y sélo actua
sobre la goma de algarrobo tras el tratamiento previo con B-manosidasa. Ademas, la
enzima exhibe una fuerte resistencia a proteasas mostrando una notable activacion
en presencia de las mismas. La hidrdlisis de enlaces galactosa unidos a residuos de
manosa no reductora terminal de galactomano-oligosacaridos sintéticos confirma que
la ScAGal pertenece al primer grupo de a-galactosidasas segun la especificidad de
sustrato. La optimizacion de las condiciones de cultivo mediante el modelo estadistico
de Superficie de Respuesta permitid mejorar la productividad hasta mas de 10 veces
al aumentar la concentracidon de la fuente de carbono y la aireacién del medio de
cultivo, y hasta 20 veces al alargar el tiempo de cultivo a 216 h (R? = 86.16 %, 95 % de
nivel de confianza). Las caracteristicas anteriormente citadas, asi como la mejora en la
productividad conseguida contribuyen a que la ScAGal sea una buena candidata para
su aplicacién en la eliminacién de oligosacaridos de la familia de la rafinosa presentes
en diversos productos de la industria alimentaria.

1. Introduccién

Los oligosacdridos de la familia de la rafinosa (RFOs), constituidos principalmente
por rafinosa y estaquiosa, son azUcares complejos que contienen uno o mds residuos
de galactosa unidos por enlaces a-1,6-glicosidicos a una sacarosa. Estos a-
galactosidos, funcionan como polisacaridos de reserva almacenados en las vacuolas
de muchos vegetales, especialmente en legumbres y cereales. Las a-galactosidasas
(EC 3.2.1.22) pueden catalizar la liberacion de sustituyentes a-D-galactosil de aztcares
como la melibiosa, rafinosa y estaquiosa o incluso galactomananos poliméricos. Dado
gue los animales monogastricos (incluido el hombre) carecen de a-galactosidasa
pancreatica, estos carbohidratos indigeribles, identificados como factores
antinutricionales, pueden provocar sintomas de flatulencia y otros desérdenes
gastrointestinales (Di Stefano et al., 2007). Este hecho, unido al incremento del
consumo de productos de soja y derivados de otras legumbres en la alimentacién
humana y animal, contribuye a la creciente importancia del uso de a-galactosidasas
en la degradacion de RFOs para mejorar la eficiencia y el valor nutritivo de alimentos
(Levine et al., 2004) y piensos (Ghazi et al., 2003a). También en la industria azucarera,
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estas enzimas permiten aumentar el rendimiento de sacarosa tras hidrélisis de la
rafinosa la cual dificulta la cristalizacion del azicar de mesa (Linden, 1982). Los
galactomananos o “gomas” se utilizan como aditivos para mejorar la viscosidad de
muchos alimentos al modificar su textura y consistencia sin afectar a las
caracteristicas propias de los mismos (Goulas et al., 2016). Dependiendo del grado de
polimerizacién que se desee, las a-galactosidasas actuan sinérgicamente junto a -
mananasas y B-manosidasas en la rotura de estos polisacaridos (Malgas et al., 2015).
Ademas, las a-galactosidasas también pueden sintetizar a-GOS a través de reacciones
de transglicosilaciéon que se producen en condiciones de supersaturacion de un
sustrato. Algunos de estos a-GOS pueden ser utilizados como agentes terapéuticos
para prevenir infecciones bacterianas o aportar un valor comercial afiadido a los
productos que los contienen como alimentos prebidticos (Gong et al., 2016; Morel et
al., 2015; Wang et al., 2014). Si bien las a-galactosidasas estan implicadas en muchas
otras aplicaciones biotecnoldgicas como: produccion de pulpa y papel (Clarke et al.,
2000), biocombustibles (Gray et al., 2006), conversién de grupos sanguineos (Singh
and Kayastha, 2012a), tratamiento de la enfermedad de Fabry (Schiffmann, 2009), ...
en este trabajo se aborda la capacidad de estas enzimas en la hidrdlisis de RFOs y
galactomananos por su implicacion en la poblacidn actual debido al incremento en el
consumo de alimentos que los contienen.

La ScAGal pertenece a la familia 27 de glicosil hidrolasas (GH27) por su similitud de
secuencia aminoacidica y estructura con otras a-galactosidasas de eucariotas
(Cantarel et al., 2009). Es una proteina extracelular gracias a la presencia de un
péptido senal que la dirige a la via secretora (Liljestrém, 1985) donde modificaciones
postraduccionales conducen a la proteina madura con un 30-40% de su peso
molecular en carbohidratos (Sumner-Smith et al., 1985). Presenta una temperatura
optima de 40 °C (t;/; 50 °C = 14 h, t1/, 60 °C = 30 min, t1/> 70 2C = 5 min) y pH éptimo
de 4, siendo estable en un rango de pH de 2-7.5 reteniendo mas de un 80 % de su
actividad (Fernandez-Leiro, 2011). La mayoria de las a-galactosidasas aisladas de
eucariotas son enzimas dacidas incluidas en la familia GH27. La estabilidad a pH acido-
neutro es compartida con otras enzimas mesofilas (Geng et al., 2015; Kim et al., 2003;
Liu and He, 2012; Viana et al.,, 2006; Yang et al., 2015) mostrando una ventaja
apropiada para aplicaciones en la industria alimentaria. Las familias GH son
poliespecificas, es decir, muchas enzimas que actian sobre un sustrato especifico
pueden encontrarse en diferentes familias de GH. Otra clasificacion establece un
primer grupo de o-galactosidasas que soélo son especificas de a-galactdsidos
pequefios, tales como melibiosa y RFOs, y un segundo grupo que actua tanto sobre
sustratos pequefios como galactomananos poliméricos (Dey et al., 1993). Sin
embargo, atendiendo a su especificidad sobre galactomano-oligosacaridos sintéticos,
las a-galactosidasas se pueden clasificar en tres grupos dependiendo de si permiten
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liberar la galactosa terminal o interna de dichos sustratos (Mitsunori et al., 2001). El
uso de este tipo de sustratos sintéticos permite determinar la posicion exacta de
rotura del enlace a-1,6-glicosidico entre un residuo D-galactosil y un residuo D-
manosa de la cadena lineal de B-1,4-D-manosas del galactomanano, pero debido a la
dificultad para ser adquiridos hay pocos trabajos que reportan este tipo de datos
(Janika et al., 2010; Kim et al., 2003).

Existen muchas referencias de a-galactosidasas aisladas de diferentes organismos
y recientemente, se han identificado y caracterizado muchas de ellas con posible
potencial industrial destacable sobre la hidrdlisis de RFOs y galactomananos (Guo et
al., 2016; Hu et al., 2017; Schroder et al., 2016; Zheng et al., 2016). Sin embargo, en la
mayoria de los casos, el proceso de purificacion de la enzima requiere de muchas
etapas y hay pocos estudios que desarrollen una optimizacion de las condiciones de
produccién para que sea rentable su uso a escala industrial (Liu et al., 2007). La
metodologia de superficie de respuesta (MSR) permite conocer las variables
influyentes y sus interacciones en procesos biotecnolégicos (Dagbagli and Goksungur,
2008; Dilipkumar et al., 2014; Liu et al., 2007), ya que el método tradicional de variar
un factor cada vez puede implicar mds experimentos de los necesarios. Por lo tanto,
en el presente trabajo se pretende también explorar diferentes sistemas de secrecién
y purificacion de la proteina para la mejora en la obtencion de la misma y la
posibilidad, mediante experimentos disefiados estadisticamente, de alcanzar la
maxima produccion de ScAGal dirigida a un potencial uso industrial.

2. Metodologia

2.1. Cepas, vectores y medios de cultivo

Escherichia coli XL1-Blue [recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[F'proAB laclqgZDM15 Tn10 (Tetr)]], (Stratagene Cloning Systems) fue utilizada en la
propagacion de plasmidos mediante técnicas habituales de biologia molecular
(Sambrook and Russell, 2001) empleando el medio de cultivo LB (1% bactotriptona,
0.5 % extracto levadura, 0.5 % NaCl) suplementado con 100 mg/L ampicilina. S.
cerevisiae BJ3505 [pep4:: HIS3, prb-A1.6R HIS3, lys2-208, trp1-A101, ura 3-52, gal2,
canl] (Eastman Kodak Company) fue el hospedador para la expresién del gen de la
ScAGal. Los medios LBy YPD (1% extracto levadura, 0.5% bactopeptona, 0.5% glucosa)
se emplearon para el crecimiento y mantenimiento de las cepas XL1-Blue y BJ3505,
respectivamente. El pldsmido YEpFLAG-1 [amp' ori 2u FLAG TRP1] (Eastman Kodak
Company) y las construcciones de plasmidos YEpMEL1, YEpMELIHis y YEpMELIFlag
descritas previamente (Fernandez-Leiro, 2011), se utilizaron como vector para el
clonaje y expresion de variantes del gen de la ScAGal en S. cerevisiae respectivamente
(Figura 1). Como medio de cultivo selectivo se empled un medio completo sin el
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aminodcido triptéfano (CM-Trp) (Zitomer and Hall, 1976) y el medio YPHSM
modificado (1% extracto levadura, 8% bactopeptona, 1% glucosa, 3% glicerol) fue el
medio de alta estabilidad usado para la expresion de la proteina heterdloga en
levaduras. En la preparacion de medios solidos en placa, los medios de cultivo fueron
suplementados con 2 % de agar. Todos los componentes de los medios empleados en
este trabajo fueron esterilizados por autoclavado a 121 2C durante 20 min, excepto la
ampicilina que fue anadida posteriormente después de ser esterilizada a través de
filtros de 0.22 micras de tamafo de poro (Sartorius AG).

2.2. Construccion de variantes del gen de la ScAGal

El gen MEL1 (GeneBank X03102) que codifica para la ScAGal (Uniprot P04824) fue
amplificado mediante PCR sin la sefial de secrecién enddgena a partir del vector
YEpMELIHis [amp' ori 2u MELIHis TRP1]. En la reaccién de PCR se utilizaron 50 ng de
ADN molde, 1.55 min de tiempo de copia, 57 2C de anillamiento y el resto de
condiciones segun las especificadas por el fabricante de la ADN polimerasa de alta
fidelidad Vent DNA polimerase (Biolabs). Los productos de PCR amplificados vy
purificados (GenJEt Gel Extraction Kit, Thermo Fisher Scientific) se clonaron en el
vector YEpFLAG-1, previamente linealizado con Sall o Kpnl y Sacll, por recombinacién
homologa en células BJ3505 competentes transformadas mediante el método de
acetato de litio (Ito et al., 1983) (Figura 1). Las colonias transformantes fueron
seleccionadas en CM-Trp por complementacién de la auxotrofia de dicha cepa y la
identificacion de recombinantes por analisis de PCR de las colonias transformantes
utilizando la Tag polimerasa (DreamTaq polimerase, Thermo Fisher Scientific).
Finalmente, tras la propagacioén y purificacion (GeneJET Plasmid Miniprep Kit, Thermo
Fisher Scientific) de los candidatos seleccionados, cada una de las variantes del gen de
interés fue verificada por secuenciacion (Servizos de Apoio a Investigacion,
Universidade da Corufia). En la tabla 1 se detallan los oligonucledtidos empleados
como cebadores en la reaccién de amplificacidn y secuenciacidn, asi como las
construcciones generadas.

2.3. Expresidn heterdloga de variantes del gen MEL1 en S. cerevisiae BJ3505

Las células BJ3505 transformadas con los plasmidos YEpMEL1, YEpMELIHis,
YEpMEL1Flag, YEpFlagMEL1, YEpaFMEL1, YEpaFMELIHis y YEpaFMELIFlag, fueron
sembradas en placa CM-Trp e incubadas a 30 2C durante 48-72 horas. En cada caso,
se selecciond una Unica colonia para preparar un precultivo en CM-Trp hasta fase
estacionaria (30 2C, 250 r.p.m, 16 h) que fue utilizado como inéculo de medios YPHSM
hasta alcanzar una ODggg de 0.5. Los cultivos fueron llevados a cabo por triplicado en
matraces Erlenmeyer con 20 % de volumen de medio a 250 rpm y 30 2C.
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Tabla 1. Oligonucleétidos empleados en la amplificacion y secuenciacion de variantes del gen MEL1.

Cebador  Secuencia Direccion Estrategia

MAC3 5’ccagcattgctgctaaagaagaaggggtacctttggataaaagaGT  Directo YEpoaFMEL1,YEpaFMEL1His,
GTCTCCGAGTTACAATGGC YEpaFMELI1Flag

MAC4 5°tgggacgctcgacggatcageggecgcttaTCAGTGGTGGTGG Inverso YEpaFMEL1His
TGGTGGTGAGAAGAGGGTCTCAACCTATA

MACS5 5’tgggacgctcgacggatcageggecgcttaTCACTTGTCATCGT  Inverso YEpaFMEL1Flag
CATCCTTGTAGTCAGAAGAGGGTCTCAACCTATA

MAC6 5’cccgggagatctatcgatggatccgggcccGTGTCTCCGAGTT Directo YEpFlagMEL1
ACAATGGC

MAC7 5’tgggacgctcgacggatcageggecgcttaTCAAGAAGAGGG Inverso YEpaFMEL1, YEpFlagMEL1
TCTCAACCT

AVV186 5'CACTCGAAATACTCTTACTACTGC Directo Secuenciacion de insertos

AVV187 5'GTGTACGCATGTAACATTATACTG Inverso Secuenciacion de insertos

Las secuencias en minusculas corresponden a zonas de recombinacidon en el vector YEpFLAG-1 (en negrita se
identifica la secuencia de la endoproteasa Kex). Las etiquetas de purificacién (péptido Poli-His o péptido Flag) estan
subrayadas. El disefio de cebadores se realizé mediante el programa NetPrimer Analyse (Premier Biosoft).

CYc1
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Figura 1. Construccion de plasmidos utilizados en la mejora de la expresion del gen de la ScAGal. MELT", gen
MEL1 sin sefal de secrecién enddgena; Ct, extremo carboxilo terminal; Nt, extremo amino terminal; aF, sefial de
secrecion de levaduras Factor a.
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Se tomaron muestras a intervalos de tiempo regulares para determinar
crecimiento celular, actividad enzimatica y estabilidad plasmidica. Un andlisis ANOVA
simple se utilizé para determinar las diferencias estadisticamente significativas entre
las medias de los sistemas de expresion disefiados (StatGraphics Plus version 5.1). La
siembra de muestras diluidas del cultivo en YPHSM sobre placas CM y CM-Trp hasta
obtener colonias aisladas permitio estimar el porcentaje de colonias viables positivas,
Trp+ (% estabilidad plasmidica = (UFCcm-1ro/ UFC o) *100).

2.4. Purificacion de la ScAGal

Se partié de un cultivo de 1L de YPHSM de la cepa BJ3505 transformada con
YEpMEL1His crecida durante 96 horas. El cultivo fue centrifugado (7000 r.p.m, 10 min,
4 9C) y el sobrenadante recuperado, conteniendo la proteina extracelular, fue
dializado y concentrado por filtracion tangencial (TFF, Millipore) con PBS (Phosphate
Buffer Solution: Na,HPO4/NaH,P0O,4, 100 mM, pH 7) hasta un volumen de 100 mL. La
muestra concentrada fue purificada por cromatografia de afinidad en una columna de
5 mL de niquel-sefarosa (HisTrap FF Crude, GE Healthcare) acoplada al sistema AKTA
prime plus (GE Healthcare). La columna fue equilibrada con el tampén PBS 100 mM
pH 7, NaCl 500 mM, Imidazol 25 mM y después de cargar la muestra, ésta fue lavada
con 10 volumenes de columna del mismo tampdn. La proteina de interés fue eluida
con PBS 100 mM pH 7, NaCl 500 mM, Imidazol 500 mM recogiendo fracciones de 1 mL
a través del colector del sistema. Cuando la proteina fue requerida desglicosilada, tras
la digestion con Endo H (New England Biolabs), fue necesario un segundo paso de
purificacion mediante cromatografia de exclusion molecular utilizando la columna Hi-
Load Superdex 200 16/60 (GE Healthcare) pre-equilibrada con 20 mM Tris-HCl pH 7.4,
150 mM NaCl. Las fracciones con actividad a-galactosidasa se juntaron, concentraron
y se dializaron en caso de ser necesario en el mismo tampodn, utilizando membranas
de ultrafiltracion de 30 KDa (Amicon Ultra, Millipore). Finalmente, la proteina pura se
congeld en nitrégeno liquido y fue liofilizada para permitir su conservacion a largo
plazo (Congelacion: - 40 2C, 0.010 mBar; Sublimacién: 25 2C, 0.010 mBar, 24 h;
LypoQuest de Telstar). Los tamanos de los diferentes estados moleculares y la pureza
de la muestra fue determinada por analisis SDS-PAGE, Nativo-PAGE y tincion
Coomassie (Laemmli, 1970).

2.5. Ensayo de actividad enzimatica y concentracion de proteina

Ensayos rutinarios de seguimiento de la actividad a-galactosidasa se llevaron a
cabo mediante una modificacién del método de Ryan y colaboradores, (Ryan et al.,
1998). Un volumen de la preparacion de enzima diluida intra o extracelular fue
incubado a 40 2C con un volumen de PNPG 10 mM en tampdn Mcllvaine pH 4. Tras
parar la reaccion a diferentes intervalos de tiempo con un volumen de Na,CO3 1 M, se
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midid el p-nitrofenol liberado a 400 nm (coeficiente de extincién molar, 18.20 L.mmol
! .cm™). Una unidad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima que libera un
umol de p-nitrofenol por minuto en las condiciones de ensayo. La concentracion de
proteina se determind por el método de Bradford utilizando el DC Protein Assay Kit
(Bio Rad) y la albumina de suero bovino como patréon de la recta de calibrado. En
todos los casos se tomaron muestras por triplicado y las lecturas espectrofotométricas
se realizaron en placas de microvaloracion de fondo plano con Synergy H1 Hybrid
Multi-Mode Reader (BioTEK).

2.6. Estabilidad en condiciones de refrigeracidon y congelacion

Diferentes lotes de proteina pura y parcialmente purificada durante este trabajo
fueron utilizados para estudiar la estabilidad enzimatica a temperatura ambiente (22
+29C), a4 ya- 209 mediante el analisis de la actividad residual segun el método
estandar (Seccidn 2.5).

2.7. Tratamientos con proteasas

El ensayo de resistencia a proteasas se realizd incubando a 37 2C una muestra de
ScAGal purificada (1 U/mL) con diferentes proteasas acido-neutras (2 mg/mL) a una
razoén 1:1 (v/v) segun las especificaciones del fabricante: pepsina en tampédn citrato-
fosfato (pH 2.5) y proteinasa K, tripsina, a-quimotripsina tipo Il y subtilisina en 0.1 M
Tris-HCI (pH 7.4). También se probd la resistencia a proteasas de una muestra de
ScAGal pura previamente desglicosilada como se describe anteriormente (Seccién
2.4.). Como control positivo de protedlisis se utilizd la enzima B-galactosidasa de
Escherichia coli en las mismas condiciones de reaccidén y se determind cualitativa y
cuantitativamente la actividad enzimatica utilizando los sustratos cromogénicos X-gal
(5-Bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido) y ONPG (2-nitrofenil-B-D-galactopi-
randsido), respectivamente. Se sacaron muestras a diferentes tiempos de reaccién y
se determind la actividad enzimatica residual mediante el método estandar (Seccién
2.5) utilizando como muestra control la enzima en ausencia de proteasa que se
designé con el 100 % de actividad. El ensayo cuantitativo de la actividad PB-
galactosidasa se realizd segun las especificaciones del fabricante y para el ensayo
cualitativo se afiadio 1 pL de X-gal (20 mg/mL, en dimetilformamida) cuyo producto
de degradacién presenta coloraciéon azul. Las proteasas, los sustratos y la PB-
galactosidasa de E. coli fueron suministrados por Sigma Aldrich.

2.8. Especificidad de sustrato

En el estudio de caracterizacion de la especificidad de sustrato de la ScAGal se
utilizaron los sustratos PNPG, melibiosa, rafinosa, estaquiosa y galactomanano de
algarrobo proporcionados por Sigma Aldrich, y los sustratos Gal'Man; y Gal**Mans
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junto con la enzima B-manosidasa de Helix pomatia adquiridos de Megazyme. Los
productos de hidrélisis se analizaron por actividad a-galactosidasa, cromatografia de
capa fina (TLC) y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Se utilizaron las a-
Gals de Aspergillus niger y Cyamopsis tetragonoloba administrados por Megazyme
para llevar a cabo un estudio comparativo del seguimiento de los productos de
hidrdlisis. Cada reaccidon y los correspondientes controles fueron preparados por
triplicado.

Determinacion de la actividad a-galactosidasa. La especificidad de la enzima
purificada por el sustrato sintético PNPG fue determinada por la medida de la
liberacion de p-nitrofenol a 400 nm como se describe en la Secciéon 2.5. La
especificidad por los sustratos rafinosa, estaquiosa y galactomanano de algarrobo fue
determinada midiendo la liberacién de azucares reductores utilizando el reactivo DNS
(Miller, 1959). En las muestras de galactomanano de algarrobo digeridas previamente
con la enzima B-manosidasa, se cuantifico la cantidad de galactosa liberada mediante
la diferencia entre los azucares reductores liberados antes y después del tratamiento
de las muestras con la ScAGal. EIl GOD-POD kit (Sigma Aldrich) fue utilizado para
determinar la actividad enzimatica en presencia del sustrato melibiosa midiendo la
liberacion de glucosa. Una unidad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima
gue libera 1 umol de producto (galactosa o glucosa) por minuto bajo las condiciones
de ensayo.

Hidrdlisis enzimdtica. En cada caso, la reaccion de hidrélisis (Kaneko et al., 1991)
se llevod a cabo a 40 °C con una mezcla de una disolucién acuosa de cada sustrato (5
mg/mL) y a-Gals probadas (1 U/mL en tampdn de reaccidn), (1:1, v/v). Por otro lado,
para determinar la posicion de rotura de enlaces entre galactosa y manosa, vy la
eficiencia de hidrdlisis sobre galactomano-oligosacaridos complejos, se incubo a 40 eC
durante 24 h una mezcla de B-manosidasa (1.2 U/mL en acetato 5 mM, pH 4.5) con
una disolucién acuosa al 1 % (p/v) de galactomano-oligosacaridos sintéticos (Gal'Man;
y Gal**Mans) y galactomanano de algarrobo, respectivamente (1:1, v/v). Finalmente,
tras parar la reaccién, parte del hidrolizado anterior fue incubado con ScAGal (0.3
U/ml, en tampdn de reaccién) a 40 °C durante 24 h (1:1, v/v). Todas las muestras
recogidas fueron sometidas a 100 2C durante 5 min para parar la reaccion antes de ser
analizadas. Se utilizd6 como tampdn de reaccién para la ScAGal y la a-Gal de A. niger,
acido citrico 61 mM, Na,HPO4 77 mM, pH 4; y para la a-Gal C. tetragonoloba, acetato
10 mM pH 4,5.

Andlisis de los productos de hidrdlisis por TLC y HPLC. En los analisis de TLC, cada
muestra fue colocada con un capilar sobre placas de gel de silice (Merck Silica Gel 60F
254, Germany) y los productos de hidrdlisis se desarrollaron sobre el sistema solvente
1-propanol-nitrometano-agua (5:2:3, v/v). Los azUcares fueron detectados por
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calentamiento en un horno tras pulverizar sobre las placas una mezcla de
metanol:acido sulfurico (95:5, v/v). Las imagenes y andlisis de las placas se recogieron
con un transiluminador (Molecular Imager Gel Doc XR+, BioRad). En el andlisis por
HPLC se utilizé la columna Sugar Pack Waters (6.5 mm x 300 mm) y los azUcares
eluidos en EDTA-Calcio 100 uM (Sigma Aldrich) como fase mavil (T2 columna, 802C; T2
detector, 37°C; sensibilidad, 32; Flujo, 0,5ml/min) fueron detectados con un
Refractive Index Detector (Cienytech). La identificacién y cuantificacién de azlcares
por HPLC se realiz6 mediante el método estandar interno (Xu et al., 2014). Se utilizé
sorbitol (1 mg/mL) como patrén interno por no interferir éste con los azucares de
estudio y mezclas comprendidas entre 4 — 0.06 mg/mL de melibiosa, glucosa vy
galactosa y; estaquiosa, rafinosa, sacarosa y galactosa como patrones externos para
elaboracién de las rectas de calibrado.

2.9. Modelo estadistico de Superficie de Respuesta

La MSR fue el método estadistico utilizado para optimizar parametros del proceso
productivo y mejorar la produccién de ScAGal empleando la cepa recombinante
BJ3505/yEPMEL1IHis y el medio de cultivo YPHSM modificado. Los pardmetros
seleccionados como factores experimentales fueron, aireacién, concentracion de
glucosa, pH y tiempo de crecimiento, y la respuesta medida fue el analisis de la
actividad a-galactosidasa extracelular de los cultivos ensayados. El pH fue ajustado
mediante la adicion de NaOH 1 M o HClI 1 M vy se siguio el resto de condiciones de
cultivo segin el procedimiento descrito anteriormente (Seccidon 2.3.). El disefio
experimental de compuesto central (DCC) fue empleado en el estudio de los factores
experimentales (variables independientes) a cinco niveles diferentes (tabla 2) que
conduce a 30 grupos de experimentos utilizados para verificar los factores mas
significativos que afectan a la actividad a-galactosidasa extracelular (variable
dependiente). Los valores codificados de los niveles fueron, -a, -1, 0, +1, +2, +a, donde
o =2 k es el nimero de variables independientes y 0 corresponde al punto central
del dominio experimental. Los datos de los factores tomados para el punto central
fueron elegidos después de una serie de experimentos preliminares y la
correspondencia entre los valores codificados y reales de las variables independientes
se muestra en la Tabla 2. Para estimar el error experimental, el punto central (todos
los factores en el nivel cero) se repitid 6 veces. La MSR fue ajustada a la variable
dependiente o respuesta mediante una ecuacién polindmica de segundo orden que
relaciona la respuesta medida con las variables independientes. Los datos estadisticos
fueron analizados con la ayuda del programa informatico StatGraphics Plus para
Windows version 5.1 (Statistical Graphics Corporation).
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Tabla 2. Factores experimentales y niveles del DCC estudiados en la optimizacion de la produccién de ScAGal por la
cepa recombinante BJ3505/yEPMEL1His.

Factores experimentales Valores codificados

Valores reales -2 -1 0 1 2

Aireacion (Vc/Ve)* 0.5(50/100) 0.6 (40/100) 0.7 (30/100) 0.8 (20/100) 0.9 (10/100)
Glucosa (%) 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

pH 4 5 6 7 8

Tiempo (h) 48 72 96 120 144

xi = (X; — Xp)/AX;; donde x; es el valor codificado de la variable independiente, X; es el valor real de la variable
independiente, X, es el valor real de la variable independiente en el punto central del dominio experimental y AXi
el incremento de Xi correspondiente a una unidad del valor adimensional x;. *El valor del factor aireacién
corresponde a la relacién volumen de medio de cultivo en mL (Vc) en un matraz Erlenmeyer de 100 mL (Ve),
Aireacion = 1 - (Vc/Ve).

3. Resultados y discusion

3.1. Seguimiento de la expresion de variantes de MEL1

Para seleccionar el mejor sistema de secrecién y purificacion de la proteina
ScAGal, se realizd el seguimiento de diferentes variantes del gen MEL1 en la cepa
BJ3505 utilizando el medio YPHSM. Para ello, ademas de las construcciones
disponibles previamente en el laboratorio, YEpMEL1, YEpMEL1His y YEpMELIFlag
(Fernandez-Leiro, 2011), portadoras del gen MEL1 integro con su sefial de secrecion
nativa, se crearon otras construcciones (YEpFlagMEL1, YEpaFMEL1, YEpaFMELIHis y
YEpaFMELIFlag) con ausencia y presencia de etiquetas de purificacién y donde, por
recombinacién homdloga, la secuencia de la sefial de secrecion nativa de MEL1 fue
reemplazada por la secuencia de la sefal de secrecién Factor a de S. cerevisiae
proporcionada por el vector YEpFlag-1 (Figura 1). El péptido senal esta presente en el
extremo amino terminal de la proteina recién sintetizada, la dirige hacia la via
secretora y es escindido de la misma por proteasas especificas una vez que ésta es
liberada al medio extracelular. Aunque los péptidos sefial son extremadamente
heterogéneos y muchos pueden ser funcionalmente intercambiables entre especies
diferentes (Von Heijne, 1985), la eficacia de la secrecion de la proteina esta
fuertemente determinada por el mismo (He et al., 2012; Achstetter et al. 1992). Dado
que el promotor ADH2 presente en el pldsmido de origen de dichas construcciones
estd sujeto a represién catabdlica por glucosa, el medio YPHSM empleando un 1.5 %
de glucosa en lugar del 1 % permite incrementar el nimero de células antes de
inducirse la expresion génica (observado en ensayos preliminares). En la figura 2 se
muestra el transcurso de la actividad a-galactosidasa intra y extracelular de los
cultivos ensayados a lo largo del tiempo. Aunque en todos los casos los cultivos
alcanzaron la fase estacionaria a las 96 h con valores de crecimiento similares (ODgg =
90 + 10), la presencia de la sefial de secrecion nativa permite que la cepa
recombinante secrete una media de actividad a-galactosidasa 10 veces superior que
en presencia del Factor a. Los mejores resultados de expresién que derivaron en
produccién de proteina recombinante fueron obtenidos con las construcciones
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YEpMEL1Flag, YEpPMEL1 y YEpMEL1His alcanzando una actividad extracelular a las 96 h
de cultivo de 25 U/ml, 19 U/ml y 10 U/ml, respectivamente (Figura 2A). Un ANOVA
simple muestra en la comparacién de medias, que la mayor actividad fue observada
con el sistema BJ3505/YEpMELI1Flag (grupo B), seguido de BJ3505/YEpMEL1 (grupo A)
y BJ3505/YEpMEL1His (grupo C), donde las estadisticas sesgo y curtosis
estandarizados estan dentro del rango esperado para datos que provienen de una
distribucién normal (-2 y +2) (Tabla 3). Asi, la razén-F de la tabla ANOVA muestra que
hay diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los grupos A, By C
(p-valor<0,05) determinandose finalmente, que las medias entre los grupos A y B no

son significativamente diferentes al realizar una prueba de rango multiple (método
LSD).

Tabla 3. Anadlisis de Varianza de los diferentes sistemas de expresion.

Resumen estadistico

Sistema de expresion (Grupos) Media Minimo Madximo Sesgo Curtosis
B13505 YEpMELI (A) 21.049 14.571 26.209 -0.644 0.685
YEpMELI1Flag (B) 23.329 15.604 26.560 -1.525 1.429
YEpMEL1His (C) 9.886 5.434 12.418 -1.274 1.067
YEpFlagMEL1 (D) 1.274 0.624 1.721 -0.759 -0.099
YEpaFMEL1 (E) 2.244 0.965 3.065 -0.564 -0.877
YEpaFMELIFlag (F) 2.772 1.412 3.790 -0.504 -0.765
YEpaFMEL1His (G) 1.403 0.614 2.135 -0.137 -1.117
ANOVA
Variabilidad Suma de Cuadrados Gl Media cuadrdtica Razon-F Valor-P
Entre-grupos (A-C) 414.066 2 207.033 10.36 0.0046
Dentro-grupos (A-C) 179.930 9 19.992
Total (Corregido) 593.996 11
Prueba de Rangos Muiiltiples
Contraste Significancia Diferencia +/- Limites
A-B -2.28 7.15219
A-C e 11.1635 7.15219
B-C * 13.4435 7.15219

La medida de la actividad a-galactosidasa extracelular de los cultivos ensayados es la variable independiente o
respuesta de estudio. El método utilizado para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia
minima significativa de Fisher (LSD). *Denota una diferencia estadisticamente significativa entre parejas de grupos
(contraste); Gl, grados de libertad.

Por otra parte, mientras que el rendimiento medio de secrecidon de ScAGal dirigida
por el Factor a muestra un valor entre el 45-50 % con respecto a la actividad total a
las 120 h, la secrecidn dirigida por la sefial nativa fue del 30% en el mismo intervalo de
tiempo (Figura 2B). El resultado de que la actividad intracelular sea mucho mayor que
la extracelular puede ser debido a que la produccién de ScAGal es demasiado rapida
para ser procesada eficientemente por la via secretora. Ademas, la actividad a-
galactosidasa asociada a la pared celular de la levadura podria ser una alternativa
atractiva al incrementar el valor afiadido de la biomasa generada destinada a su
aplicacion como suplemento alimenticio. YEpMEL1Flag contiene el péptido etiqueta
Flag en posicidon carboxilo terminal para la deteccion especifica por inmunoafinidad de
la proteina expresada. Esta construccion permitio la obtencidn de proteina de alto



64 || Capitulo 1

grado de pureza necesaria para la resolucién cristalografica (Fernandez-Leiro et al.,
2010) pero encarece considerablemente la etapa de purificacion si se desea llevar el
proceso de produccion a gran escala. Por otro lado, YEpMEL1 al no contener etiqueta
de purificacién, dificulta la obtencidén de proteina pura, en caso de ser necesaria. Sin
embargo, YEpMEL1His permite la expresion de la proteina con una etiqueta Poli-His (6
His) en su extremo carboxilo terminal para la purificacion mediante afinidad. Es por
ello que, teniendo en cuenta todo lo expuesto anteriormente, se considera como mas
adecuado el sistema de expresidon BJ3505/YEpMEL1His por ofrecer una purificacién
facil que permite mayor margen de beneficio sobre el coste de produccion.
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Figura 2. Seguimiento de la expresion de variantes MEL1 en la cepa BJ3505 con el medio de cultivo YPHSM. A)
Actividad extracelular (=) e intracelular (m) de YEpMEL1, YEpMELIFlag y YEpMELIHis, que contienen el gen
completo de la ScAGAL, y YEpFlagMEL1, YEpaFMEL1, YEpaFMELIFlag y YEpaFMELIHis, donde la sefial de
secrecion nativa de la SCAGAL fue sustituida por la sefial Factor a. B) Porcentaje de actividad de la fraccion
extracelular (=) e intracelular (=) con respecto a la actividad total. (¢) Rendimiento medio de secrecion de ScAGal a
las 120 h de cultivo. Media + DS, N = 3.

Finalmente, el seguimiento en el tiempo de cultivos en medio YPHSM muestran
una retencion del plasmido de hasta el 80 % durante las 96 horas de crecimiento
disminuyendo hasta el 30% conforme se alarga el tiempo de cultivo (Figura 3A), datos
de estabilidad plasmidica superiores al reportado por otras proteinas (Lopez-Lépez et
al., 2010). La pérdida del plasmido es asumible porque la cepa recombinante en
YPHSM no estd sometida a presion selectiva, el uso de CM-Trp como medio selectivo
limita la densidad celular y con ello la produccién enzimatica. En YPHSM,
BJ3505/YEpMELIHis secreta una media de 10 U/mL a las 96 horas de cultivo que
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continua incrementando ligeramente hasta las 144 horas (Figura 3B), sin embargo en
CM-Trp apenas alcanza una media maxima de secrecién de 0.53 U/mL en el mismo
intervalo de tiempo (Fernandez-Leiro, 2011).
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Figura 3. Estabilidad plasmidica (A) y perfil tipico de crecimiento celular (circulos) y produccién de actividad a-
galactosidasa extracelular (rombos) e intracelular (tridngulos) (B) de cultivos de BJ3505/YEpMELIHis en YPHSM con
1.5 % de glucosa. Media = DS, N = 3.

3.2. Purificacion de la ScAGal

La tabla 4 muestra la purificacién de la proteina extracelular por cromatografia de
afinidad en columnas de niquel-sefarosa dando lugar a una recuperacion de la
proteina del 1.14 % con un factor de purificacion de 10 veces y un rendimiento en
unidades totales de la enzima del 13 %. Por otro lado, hay que tener en cuenta que
durante las etapas de dialisis, concentracién vy liofilizaciéon se asume una pérdida del
20 % de proteina purificada. Sin embargo, cabe resaltar que, aunque en este caso la
produccidn extracelular de ScAGal dio lugar a una actividad especifica de 13 U/mg,
esta cantidad puede ser mejorada durante el proceso de optimizacion del cultivo de la
cepa recombinante (seccién 4.6) obteniendo nuevos aumentos en los niveles de
expresion.

Tabla 4. Etapas del proceso productivo de la ScAGal

ut PT (mg) AE (U/mg) FP % Act % Prot
Medio extracelular 1000 ml 3530 280 12,61 1,0 100 -
Medio concentrado 100 ml 2598 160 16,23 1,3 74 —
Cromatografia de afinidad 10 ml 454 3,5 129,60 10,3 13 100
Dialisis y concentracién 1ml 238 3,2 74,55 - 7 91
Liofilizacion *169 mg 207 2,8 73,85 - 6 80

UT: Unidades totales; PT: Proteina total; AE: Actividad Especifica; FP: Factor de purificacion; % Act: Rendimiento
del proceso en actividad; % Prot: Rendimiento de proteina pura final. *mg de peso seco.

El analisis SDS-PAGE de cada uno de los pasos de purificaciéon permitié comprobar
el estado y pureza final de la proteina (Figura 4A). En la proteina pura se observa una
banda difusa entre los tamafios 180 y 70 kDa que confirma el elevado estado de
glicosilacion que representa un 50 % del peso molecular final de la misma (Figura 4B,
calle 1) reportado previamente (Fernandez-Leiro et al., 2010). Por otro lado, la
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proteina desglicosilada presenta un peso molecular de 55 kDa (Figura 4B, calle 2, 3 y
4) y mantiene casi el 100 % de su actividad inicial (Fernandez-Leiro et al., 2010),
cualidad importante dependiendo de su aplicacién industrial. La desglicosilacidon de la
a-galactosidasa de Cicer arietinum provoca la pérdida de actividad enzimatica (Singh
and Kayastha, 2012a). Un gel nativo de la proteina pura antes y después de
desglicosilar (Figura 4C, calle 1 y 2, respectivamente) demuestra su naturaliza
oligomérica que corresponde al estado tetramérico de la ScAGal observado con la
resolucién de la estructura cristalografica de la misma (Fernandez-Leiro et al., 2010).
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Figura 4. Analisis PAGE de la ScAGal purificada. A) Etapas del proceso de purificacion de la ScAGal en SDS-
PAGE al 10%: medio de cultivo extracelular (calle 1), medio concentrado (calle 2), proteina purificada por
cromatografia de afinidad (calle 3); B) Forma momomérica de la ScAGal en SDS-PAGE al 8%: proteina
glicosilada y desglicosilada (calle 1 y 2), proteina desglicosilada purificada por exclusién molecular (calle 3),
proteina desglicosilada liofilizada (calle 4); C) Forma tetramérica de la ScAGal en Nativo-PAGE al 8%: proteina
glicosilada (calle 1) y desglicosilada (calle 2). MW, marcador de peso molecular.

3.3. Estudio de las condiciones de conservacion de la ScAGal

Con el objeto de poder valorar el mejor método de conservacion de los productos
obtenidos durante las etapas de purificacién de la enzima, se realizé un estudio de
estabilidad en condiciones de frio y medioambientales (Figura 5). Muestras de ScAGal
purificadas por cromatografia de afinidad conservadas durante 5 afios a 4 2Cy - 20 2C
mantuvieron una actividad residual del 68 % y 93 %, respectivamente. Por otro lado,
la ScAGal pura presenta un 80 % de actividad después de 22 dias a temperatura
ambiente (22 °C * 2), y la recuperacién observada de casi el 100 % de actividad a los
41 dias es debido posiblemente a la evaporacion de la muestra dado el periodo de
tiempo alcanzado. La ScAGal parcialmente purificada mediante filtracion tangencial
muestra mas del 80 % de actividad residual después de 5 afios a — 20 2C. Sin embargo,
en este caso no se recomienda el mantenimiento de la proteina a largo plazo tanto a
temperatura ambiente como, aunque en menor medida, en condiciones de
refrigeracion dado el alto riesgo de contaminacién que conlleva al no estar totalmente
purificada (datos no mostrados). Si es necesario mantener la ScAGal largos periodos
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de tiempo a temperatura ambiente es preferible que la proteina sea liofilizada para su
conservacion.
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Figura 5. Estabilidad de la ScAGal ante condiciones medioambientales, refrigeracion y congelacion. Actividad
residual alcanzada de diferentes lotes de ScAGal parcialmente purificada conservados a — 20 2C y lotes de ScAGal
pura conservados a temperatura ambiente (22 + 2 2C), 4 Cy — 20 oC. (Media £ DS, N =3).

3.4. Resistencia a proteasas

La ScAGal no sélo mostré una fuerte resistencia al tratamiento con todas las
proteasas probadas sino que ademas presentd un notable aumento de la actividad
enzimatica en presencia de las mismas (Figura 6). Después del tratamiento a 37 ¢C
durante 1 hora con tripsina, quimotripsina, proteinasa K, subtilisina y pepsina, la
ScAGal exhibe un 122 %, 132 %, 142 %, 117 % y 164% de su actividad inicial,
respectivamente, manteniéndose ligeramente hasta las 16 horas, siendo éstos los
mejores resultados reportados hasta el momento (Hu et al.,, 2017; Katrolia et al.,
2012; Zhou et al.,, 2012). Ademas, la enzima desglicosilada también posee fuerte
resistencia a la digestién con pepsina (103 % actividad residual) y subtilisina (98 %
actividad residual) y cierta tolerancia en presencia de tripsina (52 % actividad
residual), quimotripsina (53 % actividad residual) y proteinasa K (45 % actividad
residual) tras 1 hora de tratamiento, lo que supone una ventaja en aplicaciones que
requieran la proteina desglicosilada (Figura 7). En la industria de alimentos y piensos
se utilizan combinaciones enzimaticas que deben trabajar en sinergia, entre ellas, a-
galactosidasas, f-mananasas, B-manosidasas y proteasas, para asi mejorar el valor
nutritivo y la digestibilidad de alimentos (Ghazi et al., 2003b). Por otro lado, es
necesario que la enzima pueda evadir el pH acido del jugo géastrico donde actua la
pepsina y a continuacién, una vez alcanzado el intestino delgado debe ser resistente a
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la accidn de las enzimas tripsina y quimotripsina secretadas por el pancreas junto con
bicarbonato para neutralizar el pH. Por lo tanto, la resistencia a proteasas es una
caracteristica favorable que permite ampliar el campo de accién de la ScAGal en
aplicaciones biotecnoldgicas.
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Figura 6. Efecto del tratamiento de proteasas acido-neutras sobre la actividad de la ScAGal. Cada proteasa (2
mg/mL) disuelta en su tampoén de reaccidn fue incubada a 37 2C en presencia de ScAGal (1 U/mL) y tras recoger
muestras a diferentes tiempos de digestidn, se determind la actividad utilizando como control la enzima en ausencia
de proteasa. Media + DS, N =3.
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Figura 7. A) Efecto del tratamiento de proteasas acido-neutras sobre la ScAGal desglicosilada. B) Control positivo
de protedlisis de la enzima B-galactosidasa (BGal) de E. coli mediante determinacién cualitativa con el sustrato X-
gal (1) y cuantitativa con el sustrato ONPG (2) de la actividad enzimatica. Cada proteasa (2 mg/mL) disuelta en su
tampodn de reaccion fue incubada a 37 2C en presencia de ScAGal 6 BGal (1 U/mL) y tras recoger muestras a
diferentes tiempos de digestidon, se determind la actividad enzimatica utilizando como control la enzima en
ausencia de proteasa (Media £ DS, N = 3).
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3.5. Caracterizacion de la especificidad de sustrato

Actividad a-galactosidasa. La ScAGal purificada se utilizd para determinar la
actividad a-galactosidasa con los sustratos PNPG, melibiosa, rafinosa, estaquiosa y
galactomanano de algarrobo (Tabla 5). Al igual que la gran mayoria de a-Gals, la
enzima presenta mayor afinidad por el sustrato sintético PNPG que por sustratos
naturales, como se ha determinado previamente (Fernandez-Leiro et al., 2010).
Tomando como referencia el PNPG (100%), los datos de actividad relativa muestran
gue la enzima es mas especifica por melibiosa (95 %), seguido de rafinosa (15 %) y
estaquiosa (11 %), lo cual se corresponde con la tasa de hidrdlisis detectada por HPLC
y TLC que se mencionard posteriormente. La ScAGal no actua directamente sobre
galactomananos complejos como la goma de algarrobo, pero si cuando ésta se
somete a un tratamiento previo con la enzima B-manosidasa. Como se ha indicado
anteriormente, esto ultimo supone una ventaja en la aplicacion de esta enzima en
combinacidon con B-manosidasas y/o B-mananasas para mejorar las propiedades
gelificantes de galactomananos utilizados en la industria biotecnoldgica.

Tabla 5. Especificidad de sustrato de la ScAGal (media £ SD, n = 3)

Sustratos Concentracion (mg/ml) Actividad Relativa (%)*
PNPG 3 100**
Melibiosa 5 95+0.11
Rafinosa 5 15 +0.01
Estaquiosa 5 11+0.01

Goma algarrobo 5 -

Goma algarrobo tratada con B-manosidasa 2.5 1+0.00

* Porcentaje de actividad enzimatica con respecto al sustrato PNPG. ** Valor tomado como maxima referencia
obtenido de la media de tres medidas independientes con una desviacidn estandar (SD) + 0,063.

Andlisis de los productos de hidrdlisis. Los analisis cuantitativos de la hidrélisis de
melibiosa, rafinosa y estaquiosa mediante HPLC muestran que alrededor del 90% de la
melibiosa y de RFOs son hidrolizados por la ScAGal a los 15 min y las 4 h de reaccion,
respectivamente (Figura 8B y 8C). La melibiosa representa el mejor sustrato para la
enzima porque puede ser hidrolizada a un ritmo mucho mas rapido que la rafinosa y
estaquiosa (Ka=193 S, kcat/Km = 17 St.mM™) (Fernandez-Leiro et al., 2010). Es por
ello que, en la Figura 8A, al inicio de la reaccién de hidrélisis (tiempo = 5 min) tiene
lugar, simultaneamente, la sintesis de un galactotrisacarido como producto de la
reaccion de transglicosilacidon. Esto sucede porque todavia hay suficiente sustrato
para favorecer dicha reaccién, pero conforme transcurre el tiempo, tanto la melibiosa
como el galactotrisacarido desaparecen. Este resultado nos confirma que la ScAGal
puede llevar a cabo reacciones de transglicosilacién si favorecemos las condiciones de
supersaturacion de melibiosa, lo que sugiere una posible aplicacion en la sintesis de a-
GOS. La ScAGal puede hidrolizar Gal®Man; pero no puede actuar sobre Gal*Man,
(Yoshida et al., 1997), lo que significa que puede romper el enlace de un residuo
galactosa unido a la manosa del extremo no reductor del galactomano-oligosacarido
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pero no el enlace a una manosa interna. Sin embargo, no hay evidencias
documentadas de su accién sobre una galactosa unida a la manosa del extremo
reductor de este tipo de sustratos, como GallMang.

A)
mV 8 Mel |
[ Glc gGal Gle Gal
tR (min) 8.5 7.2 85 10 11 85 10 11 85 10 11
B) 120 - C) 120 -
100 1 = 100 - O Rafinosa
g 80 - __ 80 [ Estaquiosa
2 g
:_g 60 -+ g 60
2 40 1 40 -
20 A 20 A
0 T T |—.—| T 1 0
0 5 15 30 4
Tiempo (min) Tlempo (h)

Figura 8. Accion de la ScAGal sobre los sustratos melibiosa, rafinosa y estaquiosa estimada por HPLC. Analisis
cromatografico de la identificacion de los productos de la hidrélisis de melibiosa (A); y porcentaje del contenido de
melibiosa (B) y RFOs (C), durante el tiempo de reaccidon de hidrdlisis (Media + DS, N =3). = Trigalactosacdrido
sintetizado por la reaccidon de transglicosilacion de la ScAGal; mV, milivoltios; tR, tiempo de retencién; Mel,
melibiosa; Glc, glucosa; Gal, galactosa.

El resultado de la accién de la ScAGal sobre Gal'Mans, Gal**Mans y goma de
algarrobo previamente tratados con B-manosidasa son analizados mediante TLC
(Figura 9) y HPLC (Figura 10). Tras dicho tratamiento, Gal*Mans resulté en la liberacidn
de la manosa no reductora terminal generando el producto Gal*Man, v, finalmente,
GalMan después de las 24 h de reaccion, el cual pudo ser accesible por la ScAGal
liberando galactosa y manosa (Figura 10A). El andlisis por TLC de la hidrdlisis de
Gal**Mans es mas confuso pero los datos son finalmente confirmados mediante HPLC
(Figura 10B). Dado que la B-manosidasa elimina la manosa del extremo no reductor
de la cadena lineal del B-1,4-mano-oligosacédrido hasta alcanzar un residuo galactosa,
su accion sobre galactomananos expone grupos galactosa en el extremo no reductor
que son rapidamente hidrolizados por la ScAGal (Figura 9 y 10C). Aunque el sistema
cromatografico HPLC-RID no permite separar la manosa de la galactosa, presentando
el mismo tiempo de retencién (tR), tras la accion de la ScAGal se observa un
incremento en la concentracidn del producto a ese tR que nos indica la liberacién de
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galactosa. Los picos no caracterizados se identificaron con los tR de los componentes
del tampdn de reaccidn (datos no mostrados). Dependiendo de la especificidad sobre
galactomano-oligosacaridos sintéticos, las a-Gals que liberan la galactosa que ataca a
la manosa no reductora pero no liberan los residuos de galactosa internos se clasifican
en un primer grupo; aquellas que sélo liberan residuos unidos a posiciones internas en
un segundo grupo; y las que liberan tanto residuos internos como terminales en un
tercer grupo (Mitsunori et al., 2001). En este trabajo, se demuestra que la ScAGal sélo
puede actuar sobre Gal'Man; y Gal**Mans tras hidrolisis previa con la B-manosidasa
de Helix pomatia, por lo que se confirma que pertenece al primer grupo de a-
galactosidasas segun la especificidad sobre galactomano-oligosacaridos.

Goma
Gal'Man, Gal**Man, algarrobo
o I S —
' * '
|'. ; f
L §
L] ! ] ‘ :
i L]
i . : e
: + ¥
et i 1 1 [ i L R ] s i . M
. -
Se Ag Ay 01 4 24 GalMan B, 0__1 4 24 G, G, G;

horas horas

Figura 9. Anaisis de los productos de hidrdlisis GallMan?,, Gals"‘Man5 y goma de algarrobo mediante TLC. 0.3
U/mL de ScAGal se incubaron a 40 2C con 2.5 mg/mL del sustrato previamente hidrolizado con 1.2 mL de B-
manosidasa y se recogieron muestras a 1, 4 y 24 h de reaccion. A,4, Bos y . Gy, GallMan3, Gal“Mans y goma de
algarrobo digeridos con B-manosidasa durante 24 h. A;, muestra GallMan3 a tiempo cero de reaccién; G;, muestra
G, hidrolizada con ScAGal durante 24 h. S, GallMan3 control; Gal, Galactosa control; Man, Manosa control; G,
Galactomanano control. Se utilizaron 8 uL de muestra y 4 pL de control.
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Estudio comparativo de la hidrdlisis de sustratos por la ScAGal y las a-Gals de A.
niger y C. tetragonoloba. Dada la cantidad de estudios reportados sobre a-Gals de
diferente origen y su diversidad en cuanto a especificidad de sustrato, surge nuestro
interés por localizar aquellas disponibles en el mercado y realizar un andlisis
comparativo con la ScAGal. Las mas accesibles fueron, la a-Gal de A. niger, cuyo
suministrador no proporciona datos de cual es de las tres a-Gals caracterizadas hasta
el momento (Ademark et al., 2001), y la a-Gal de C. tetragonoloba (planta de guar),
que actla sobre el galactomanano de guar (Overbeeke et al., 1990). Durante el
transcurso de la hidrdlisis de los sustratos analizados por TLC, se observa que sélo la
ScAGal hidroliza completamente la melibiosa a glucosa y galactosa después de 30 min
de reaccién (Figura 11A). Esta descrito que la a-Gal de A. niger no actua sobre la
melibiosa incluso después de 12 h de reacciéon (Kaneco R. et al., 1991), pero en este
trabajo se observé que era totalmente hidrolizada después de 4 h (Figura 11D). En
cuanto a la rafinosa y estaquiosa, la ScAGal presenta mayor especificidad por los
sustratos que la a-Gal de A. niger, mientras que la a-Gal de C. tetragonoloba no actua
sobre la estaquiosa y muy poco sobre la rafinosa (Figura 11B). Por el contrario, la

ScAGal y la a-Gal de A. niger no pueden hidrolizar los sustratos Gal'Man; y Gal**

Mans,
mientras que la a-Gal de C. tetragonoloba lo hace cuando tan sélo ha transcurrido 1 h
de reaccién (Figura 11C). Estos resultados determinan que la a-Gal de A. niger
utilizada en estos ensayos podria ser la AglC, caracterizada como una enzima
tetramérica que no puede actuar directamente sobre galactomananos y clasificada en
la familia GH36. Otras dos a-Gals, AglA y AglB, pertenecen a la familia GH27 y actuan
en menor o mayor medida sobre la degradacién de galactomananos (Ademark et al.,
2001; de Vries et al.,, 1999). La especificidad de sustrato parece estar mas bien
determinada por el estado molecular de la proteina que por similitudes de secuencia
aminoacidica. Enzimas monoméricas pertenecientes a diferentes familias de GH
pueden actuar sobre pequefios oligosacaridos y galactomananos poliméricos (Fialho
et al., 2008; Guo et al., 2016; Hu et al., 2017), sin embargo aquellas que se organizan
como complejos multiméricos de alto peso molecular, sélo pueden hidrolizar
pequefios oligosacaridos (Katrolia et al., 2012; Mitsunori et al., 2001). La ScAGal es
una enzima tetramérica y un ejemplo mas de que la incapacidad de actuar sobre
sustratos poliméricos es debido, posiblemente, a que la estructura multimérica
restringe el acceso de ellos al sitio activo de la enzima. La tabla 6 resume los sustratos
especificos de la ScAGal y las a-Gals de A. niger y C. tetragonoloba.
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A) Melibiosa B) Rafinosa y Estaquiosa C) Gal'Man; y Gal*>* Man, D) a-Gal A. niger
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Figura 11. Andlisis comparativo de los productos de hidrolisis de la ScAGal con las a-Gals de A. niger y C.
tetragonoloba (planta Guar) mediante TLC. S;, Melibiosa; S,, Rafinosa; S, Estaquiosa; S,, Gal'Mans; S, Ga|3'4Man5;
Gal, Galactosa; Glc, Glucosa; Sac, Sacarosa; Man, Manosa.

Tabla 6. Sustratos especificos de la ScAGal y las a-Gals de A. nigery C. tetragonoloba (planta de Guar).

SUSTRATO S. cerevisiae A. niger C. tetragonoloba
Melibiosa Gal-Glc Gal-Glc Gal-Glc
A
Rafinosa Gal-Glc—Fru Gal-Glc—Fru Gal-Glc—Fru
A 4y A
Estaquiosa Gal-Gal-Glc—Fru Gal-Gal-Glc—Fru Gal-Gal-Glc—Fru
[ ) r* A
L Gal Gal Gal
Gal"Man; I | >
M-M-M M-M-M M-M-M
~r
GalMan* M-Gal *% *ok
)
R Gal Gal Gal Gal Gal Gal
Gal**Mans o I 23]
M-M-M-M-M M-M-M-M-M M-M-M-M-M
N
2 Gal Gal
Gal™"Man,* > *x *x
M-M-M-M
A\ Enlaces hidrolizados rapidamente por a-Gal M Residuo de manosa reductora terminal
/N Enlaces hidrolizados moderadamente por a-Gal M Residuo de manosa no reductora terminal
N Enlaces hidrolizados débilmente por a-Gal * Sustratos obtenidos por accion de f-manosidasa

/N Enlaces hidrolizados por B-manosidasa ** Ensayos no realizados en este estudio
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3.6. Optimizacion de la produccion de ScAGal mediante la MSR

La Metodologia de Superficie de Respuesta (MRS) y el Disefio Compuesto Central
(DCC) nos permitid conocer los valores optimos de los factores experimentales
elegidos (aireacion, concentracion de glucosa, pH y tiempo de cultivo) para alcanzar la
maxima actividad a-galactosidasa extracelular, y por lo tanto mejorar la produccién
de ScAGal. En la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos y ajustados por la MSR
de acuerdo con el DCC descrito previamente en la Seccién 2.9. Se alcanzé la mayor
actividad a-galactosidasa extracelular (21.09 U/mL) con una aireacion 0.7 (30/100),
glucosa al 1.5 % y pH 6 después de 144 h de cultivo (Experimento 24, Tabla 7),
mientras que disminuyd drasticamente (3.45 U/mL) durante 48 h de cultivo en las
mismas condiciones (Experimento 23, Tabla 7). En la tabla 8 se muestran los
resultados del Andlisis de Varianza (ANOVA) de un disefio factorial 2* que permitié
evaluar la significancia estadistica del modelo de regresidn tras la eliminacidon de
aquellos efectos estadisticamente insignificantes (valor-P > 0.05). En este caso, la
aireacion, la concentracién de glucosa, el tiempo y los efectos cuadraticos de las
variables pH y tiempo presentan un valor-P menor que 0.05 con un nivel de confianza
del 95 %, mientras que el pH y el resto de efectos e interacciones entre variables no
son incluidas por no ser estadisticamente significativas como se confirma en el
diagrama de Pareto (Figura 12). El estadistico R? explica el 86.16 % de la variabilidad
en la actividad a-galactosidasa extracelular y el porcentaje restante (13.84 %) es
atribuido a desviaciones del modelo y no a factores experimentales. Por otro lado, el
modelo se ajusta adecuadamente a los datos observados (test de falta de ajuste,
valor-P > 0.05) y muestra una satisfactoria correlacion entre los valores
experimentales y los predichos (Figura 13A). Es, por tanto, que la ecuacion de
regresion del modelo ajustado a los datos observados (Actividad a-galactosidasa
extracelular = - 38,7343 + 13.8846A + 2.1334G + 11.1035P - 0.0970T - 0.9252P% +
0.0014T2) establece una relacidn causa-efecto de manera significativa entre los
factores aireacidn, concentracion de glucosa y tiempo de cultivo, y la produccién de
ScAGal. El efecto que mas influye en la respuesta estimada por el modelo es el tiempo
de cultivo seguido por la aireacion y la concentracién de glucosa, como se puede
observar en el grafico de efectos principales (Figura 13B). La respuesta 6ptima
alcanzada por el modelo de superficie de respuesta dentro del espacio de disefio se
obtiene con las condiciones experimentales A=+2 (0.9), G=42 (25%),P=0(pH 6), T
= +2 (144 h). Sin embargo, podemos aplicar el método de maxima pendiente en
ascenso para estimar la trayectoria que seguiria desde el centro del disefio (Figura
14A) y los andlisis de superficie de respuesta para observar el comportamiento de las
variables experimentales (Figura 14B). Esto nos confirma que el tiempo de cultivo
posee un efecto positivo importante sobre la produccién de ScAGal en comparacion
con la aireacién y la concentracién de glucosa.
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Tabla 7. Matriz experimental para la optimizacion de ScAGal producida por BJ3505/YEpMELIHis segin el DCC y
resultados observados y predichos por la MSR para cada uno de los experimentos.

No. Valores codificados Valores reales a-Gal (U/ml)
X7  X» X3 X4 X; X5 X3 X, Observado Ajustado
1 -1 -1 -1 -1 0.6 1 5 72 5.73 4.29
2 1 -1 -1 -1 0.8 1 5 72 8.86 7.07
3 -1 1 -1 -1 0.6 2 5 72 10.12 6.43
4 1 1 -1 -1 0.8 2 5 72 11.30 9.21
5 -1 -1 1 -1 0.6 1 7 72 4.90 4.29
6 1 -1 1 -1 0.8 1 7 72 6.87 7.07
7 -1 1 1 -1 0.6 2 7 72 6.64 6.43
8 1 1 1 -1 0.8 2 7 72 8.40 9.21
9 -1 -1 -1 1 0.6 1 5 120 13.77 1.,37
10 1 -1 -1 1 0.8 1 5 120 17.77 15.14
11 -1 1 -1 1 0.6 2 5 120 14.24 14.50
12 1 1 -1 1 0.8 2 5 120 19.59 17.28
13 -1 -1 1 1 0.6 1 7 120 11.92 12.37
14 1 -1 1 1 0.8 1 7 120 12.89 15.14
15 -1 1 1 1 0.6 2 7 120 14.47 14.50
16 1 1 1 1 0.8 2 7 120 19.73 17.28
17 2 0 0 0 0.9 1.5 6 96 8.34 8.14
18 2 0 0 0 0.5 1.5 6 96 13.20 13.69
19 0 -2 0 0 0.7 0.5 6 96 7.71 8.78
20 0 2 0 0 0.7 2.5 6 96 9.62 13.05
21 0 0o -2 o0 0.7 1.5 4 96 4.37 7.21
22 0 0 2 0 0.7 1.5 8 96 6.40 7.21
23 0 0 0 -2 0.7 1.5 6 48 3.45 6.02
24 0 0 0 2 0.7 1.5 6 144 21.09 22.17
25 0 0 0 0 0.7 1.5 6 96 9.97 10.92
26 0 0 0 0 0.7 1.5 6 96 10.20 10.92
27 0 0 0 0 0.7 1.5 6 96 11.42 10.92
28 0 0 0 0 0.7 1.5 6 96 10.31 10.92
29 0 0 0 0 0.7 1.5 6 96 10.18 10.92
30 0 0 0 0 0.7 1.5 6 96 10.91 10.92

Xy, aireacion; X,, concentracion de glucosa (%); Xs, pH; X4, tiempo de cultivo (h). Para facilitar la comprensién de
los resultados, X;, X,, X3, X4 fueron nombrados como A, B, C, D, respectivamente. La respuesta, actividad o-
galactosidasa extracelular (a-Gal), fue definida como la cantidad de enzima que libera un umol de p-nitrofenol por
minuto en las condiciones de ensayo, pH 4 y 40 oC (ver Seccién 2.5).

Tabla 8. Analisis de Varianza (ANOVA) del modelo para la produccién de ScAGal por BJ3505/YEpMELIHis.

Efectos Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio  Valor-F Valor-P
A: Aireacion 46,27 1 46,27 21,72 0,0004

B: Glucosa 27,31 1 27,31 12,82 0,0030

D: Tiempo 390,94 1 390,94 183,53 <0,0001
CC 24,35 1 24,35 11,43 0,0045

DD 17,99 1 17,99 8,44 0,0115

Falta de ajuste 52,43 10 5,24 2,46 0,0603

Error total 29,82 14 2,13

Total (corregido) 594,34 29

R? = 86.16 %, R (ajustado para Gl) = 83.28 %, Error estandar de la estimacidn = 1.46, Error medio absoluto = 1.29.
Gl, grados de libertad. Efectos cuadraticos de las variables pH (CC) y tiempo (DD).
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Figura 12. Diagrama de Pareto antes (A) y después (B) de eliminar los efectos estadisticamente no significativos.
La longitud de cada barra es proporcional al efecto estandarizado que representa el efecto estimado dividido entre
el error estandar. La linea vertical roja indica la significancia (95 % de nivel de confianza) y +/- indica el efecto
positivo y negativo sobre la produccion de ScAGal. El grafico representa las variables lineales (A, B, C y D), sus
efectos cuadraticos (AA, BB, CC, DD) e interacciones (AB, AC, AD, BC, BD, CD).
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Figura 13. Graficos de valores observados versus valores ajustados (A) y efectos lineales (B) establecidos por el
modelo de regresion. A) Los puntos cercanos alrededor de la diagonal indican el 6ptimo del modelo y determinan
que la desviacién entre dichos valores fue minima. B) El factor elegido se varia del nivel -1 al +1, mientras que el
resto se mantienen constantes en sus valores centrales. Cuanto mayor es la pendiente mayor sera el efecto sobre
la respuesta, actividad a-galactosidasa extracelular (a-Gal).

Por otro lado, cabe resaltar que en este caso la estimacion inicial de las
condiciones 6ptimas estd alejada del éptimo real porque YEpMEL1IHis estd sujeto a
represidn catabdlica, conforme incrementamos el nivel de glucosa aumenta el tiempo
necesario para producir ScAGal. Por lo tanto, debemos controlar la concentracion de
glucosa para evitar tiempos largos de crecimiento que encarezcan la produccién de
ScAGal. La figura 15 muestra el seguimiento en el tiempo de la cepa recombinante
BJ3505/YEpMELIHis empleando las condiciones de cultivo estimadas en el camino de
maxima pendiente; A = 0.8, G = 2, P = 6. Se detectd una media de 24 U/mL con un
incremento del 48 % en la actividad a-galactosidasa extracelular respecto a lo
observado anteriormente (Seccion 4.1, Figura 2). Es posible que no se alcanzara el
valor estimado por el plan factorial debido a la represion catabdlica que ejerce la
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A) Aireacion Glucosa (%) pH Tiempo (h) Act. aGal extracelular
0,7 1,5 6 96 10,916 °
0,73 1,61 5,99 120 16,39
0,75 1,69 5,99 144 23,29
0,77 1,76 5,99 168 31,68
0,78 1,82 5,99 192 41,61
0,79 1,86 5,99 216 53,07
0,80 1,91 5,99 240 66,10

®Centro del espacio del disefio actual

Glucosa=1.5(%), pH=6 pH =&, Tiempo=2& [h)

a-Gal (U/mL)

a-Gal (U/mL)

0.6 0.7

1 .
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Figura 14. Optimizacion de la produccion de ScAGal. A) El método de méaxima pendiente ascendente muestra el
camino desde el centro de la regién experimental generado por el cambio de la variable T (incrementos de 24) y
estima cuanto deben cambiar el resto de factores para asi ejecutar experimentos adicionales con el objeto de
aumentar la actividad a-galactosidasa extracelular. B) Graficos de superficie estimados por el modelo.
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glucosa sobre el promotor (ADH2) del plasmido que dirige la expresion génica de
MEL1. Aunque el plan factorial sélo se realizd con la cepa recombinante
BJ3505/YEpMEL1His, aplicando las condiciones predichas por el modelo en cultivos de
BJ3505/YEpMEL1 y BJ3505/YEpMELIFlag se consiguid incrementar en un 52% y un
56% respectivamente los valores de actividad o-galactosidasa extracelular con
respecto a los obtenidos en el apartado 4.1 (Figura 16A).

Por otro lado, la represion catabdlica provoca que la maquinaria celular dirija el
gasto de energia al crecimiento celular antes de iniciar la expresiéon de la proteina
recombinante alargando el maximo de produccién a las 216 h de cultivo. Con el
propdsito de evitar esto y teniendo en cuenta que la proteina sobre-expresada no es
toxica para la célula, se decidi6 iniciar el cultivo con una densidad celular mayor (10
ODggo en vez de la empleada anteriormente de 0.5) y utilizar el medio YPHSM con un
1.5 % de glucosa manteniendo el resto de los pardmetros predichos por el método de
la maxima pendiente (A=0.8 y P=6) lo que permitié alcanzar una actividad de 66 U/mL
y establecer la produccion maxima a las 190 h de cultivo (Figura 16B). Por lo tanto, la
optimizacién de las condiciones de cultivo permitié mejorar la productividad de
ScAGal hasta mds de 10 veces al aumentar la concentracion de la fuente de carbono y
la aireacion en un periodo de 96 h de cultivo, y hasta 20 veces al alargar el tiempo de
crecimiento a 216 h.
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Figura 16. A) Seguimiento de la actividad a-galactosidasa extracelular de cultivos con las cepas recombinantes
BJ3505/yEPMEL1 (tridngulos), BJ3505/yEPMEL1Flag (cuadrados) y BJ3505/yEPMELIHis (rombos) empleando las
condiciones estimadas en el modelo (A = 0.8, G = 2, P = 6). B) Seguimiento de la actividad a-galactosidasa del
medio extracelular de la cepa BJ3505/yEPMEL1His iniciando el cultivo a 10 ODgy y manteniendo el resto de
factores experimentales estimadas por el modelo (A=0.8, G=1.5, P = 6).
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Resumen

Una cepa de Saccharomyces cerevisiae deficiente en la enzima invertasa,
BJ3505Asuc2, fue creada para ser utilizada en la produccion heteréloga de la enzima
o-galactosidasa de S. cerevisiae (ScAGal) a partir de la reutilizacion de melazas de
remolacha. La optimizaciéon estadistica del proceso productivo mediante Ia
metodologia de superficie de respuesta (MSR) permitido obtener 24 U/mL, la mayor
produccién de a-galactosidasa extracelular descrita hasta el momento empleando
medios de cultivo a base de melazas como Unica fuente de carbono. El cultivo en
biorreactores incrementd en un 21 % el rendimiento de la produccién de ScAGal en
comparacion con los mejores resultados alcanzados en los medios optimizados en
cultivos de matraces agitados. Este estudio muestra una estrategia atractiva vy
novedosa, con doble valor afiadido, al permitir la produccion de proteina heterdloga
generando etanol colateral mediante la bioconversién de residuos agroindustriales de
dificil reciclaje como son las melazas de remolacha.

1. Introduccién

La melaza, subproducto de la industria azucarera, es un residuo liquido denso y
negruzco obtenido tras el proceso de cristalizacion del azlcar procedente de la
remolacha o cana, tras el cual ya no es posible recuperar mas azucar. Dada la carga
organica de este desecho, constituido principalmente por sacarosa (44-50 %), ha sido
objeto de estudio pionero su bioconversidn, a través de la fermentacidon microbiana,
para la obtencidn de bioetanol como forma de recuperacién de recursos (Basso et al.,
2011). Aunque la sacarosa de la cafia de azucar o el almidén de maiz siguen siendo las
materias primas predominantes para generar bioetanol, a costa de un uso abusivo de
tierras de cultivo, desde hace anos existen referencias sobre la aplicaciéon de melazas,
suero de leche o subproductos derivados del procesamiento de alimentos, como
fuente eficiente de energia mads respetuosa con el medioambiente (Akbas and Stark,
2016). Es por ello que, alternativas mas baratas basadas en residuos industriales como
sustratos renovables se han convertido también en el factor clave para reducir costos
y aumentar la competitividad en la produccién de enzimas y otros productos
biotecnoldgicos (Darvishi et al., 2009; Gassara et al., 2010). En la produccién a gran
escala de proteinas recombinantes se utilizan medios convencionales a base de una
fuente de carbono y nitrégeno. La fuente de nitrégeno puede ser aportada mediante
el tratamiento adecuado de la biomasa de levadura generada durante el proceso
productivo ya que contiene proteinas, acidos nucleicos, complejo de vitaminas B y
minerales (Ferreira et al., 2010). Mientras que la fuente de carbono suele ser el
principal costo de produccion y la posibilidad de integrar en el medio de cultivo un
subproducto barato como las melazas puede establecer un bioproceso rentable tanto
desde el punto de vista econdmico como medioambiental (Santos et al., 2010).
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S. cerevisiae presenta tolerancia a altas concentraciones de azucar y una eficiente
conversion del mismo a etanol que lo identifican como microorganismo ideal en la
reutilizacion de melazas para la produccién de bioetanol (Arshad et al., 2014). Gracias
a su catalogacion GRAS, es también un hospedador ampliamente utilizado en la
expresion y secrecion de proteinas heterdlogas al permitir su plegamiento correcto y
modificaciones postraduccionales eucariotas (Nielsen, 2013). Sin embargo, no hay
referencias descritas hasta el momento del cultivo en melazas de remolacha para tal
fin. Una levadura no convencional, Yarrowia lipolytica ha sido modificada para poder
crecer en presencia de sacarosa y producir lacasa recombinante (Darvishi et al., 2016).
Otros autores han utilizado hidrolizados de melazas de remolacha para expresar
glucosa isomerasa recombinante en Escherichia coli con las limitaciones que supone el
gasto econdmico del pretratamiento (Yaman and Calik, 2016). Las células de S.
cerevisiae poseen la enzima invertasa (B-D-fructosidasa) que cataliza la hidrdlisis de
sacarosa en glucosa y fructosa. Ambos azlcares son metabolizados durante la
glucdlisis alcanzdndose grandes concentraciones de piruvato intracelular cuyo
excedente tiene que ser degradado a través de la via fermentativa que conduce a la
formacién de etanol, incluso en condiciones aerdbicas (efecto Crabtree) (Marques et
al., 2015). En este caso, la fermentacion alcohdlica es indeseable, ya que reducira el
rendimiento de la biomasa y finalmente la obtencidn de proteina heterdloga. Un
metabolismo completamente respiratorio sdlo tiene lugar ante concentraciones bajas
de azucar, tasas lentas de consumo de azucar y crecimiento, y alta oxigenacion.
Desarrollar un bioproceso que implique un crecimiento oxidativo éptimo requiere de
un cultivo en fed-batch o lote alimentado con equipo suplementario y sistemas de
control para evitar en lo posible la produccién de etanol que encarecen el proceso
productivo (Finn et al., 2006). Sin embargo, los ensayos de cultivo en biorreactores
ofrecen un mayor control de parametros para la produccién de proteina heterdloga y
un escalado adecuado hacia una posible comercializacién (Darvishi et al., 2016). Por
otro lado, ya que S. cerevisiae secreta niveles altos de invertasa, incluso en ausencia
de sacarosa, una cepa libre de invertasa podria incrementar la obtencidn de proteinas
heterdlogas extracelulares evitando el colapso de la via secretora ademas de facilitar
su purificacién a partir del medio de extracelular. Asi, se ha reportado que la mejora
en la produccion de o-galactosidasa recombinante a partir de una cepa de S.
cerevisiae podria lograrse inactivando el gen o genes que codifican para la enzima
invertasa (Liljestriim et al., 1991).

Dado el interés en la reutilizacién y valorizacién de subproductos agroindustriales,
se decidid continuar los estudios de expresién heterdloga de la a-galactosidasa de
Saccharomyces cerevisiae (ScAGal) utilizando melazas de remolacha como sustrato
sostenible alternativo. Como se ha mencionado en el capitulo 1, la actividad catalitica
de esta enzima posee amplio potencial sobre la hidrdlisis de oligosacaridos de la
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familia de la rafinosa (RFOs) y galactomananos poliméricos presentes en muchos
productos de interés para la industria alimentaria y farmacéutica. Es una proteina
extracelular muy estable tanto a temperatura ambiente como a amplio rango de pH y
presenta gran resistencia a proteasas, cualidades deseables en aplicaciones
biotecnoldgicas. Por ultimo, con el fin de acercarse a la implementacién de la
produccién a escala industrial, se hace esencial el uso de biorreactores que permiten
controlar adecuadamente pardmetros que afectan al proceso productivo y que son
seleccionados previamente durante la optimizacion estadistica mediante Ila
Metodologia de Superficie de Respuesta (Almeida et al., 2017). Es por todo ello, que
en este trabajo se describe la optimizaciéon y desarrollo de bioprocesos para la
produccién de ScAGal u otras proteinas heterdlogas a partir de una cepa de S.
cerevisiae deficiente en invertasa empleando melazas de remolacha como Unica
fuente de carbono, permitiendo asi la valorizacion y disminucién de la contaminacién
ambiental de estos residuos agroindustriales.

2. Metodologia

2.1. Microorganismos, vectores de expresion y medios de cultivo

S. cerevisiae BJ3505 [pep4:: HIS3, prb-A1.6R HIS3, lys2-208, trp1-A101, ura 3-52,
gal2, canl] (Eastman Kodak Company) fue la cepa elegida para construir un mutante
deficiente en actividad invertasa como hospedador para la expresion de proteina
heterdloga. Los vectores de expresién utilizados fueron los plasmidos YEpMEL1 [amp'
ori 2u MEL1 TRP1] y YEpMEL1His [amp" ori 2u MEL1His TRP1] (Ferndndez-Leiro, 2011)
gue contienen el gen MEL1 que codifica para la ScAGal. El vector YEpFLAG-1 (Eastman
Kodak Company) fue utilizado como control del sistema de expresién. En las
manipulaciones de ADN estandar se empled Escherichia coli XL1-Blue [recAl endAl
gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F'proAB laclgZDM15 Tn10 (Tetr)]] (Stratagene
Cloning Systems) utilizando técnicas habituales de biologia molecular (Sambrook and
Russell, 2001). Los medios de cultivo YPD (1% extracto levadura, 0.5% bactopeptona,
0.5% glucosa), LB (1% bactotriptona, 0.5 % extracto levadura, 0.5 % NaCl) se utilizaron
para el crecimiento y mantenimiento de BJ3505 y XL1-Blue, respectivamente. LB
suplementado con 100 mg/L ampicilina fue el medio para la propagacién de
plasmidos en XL1-Blue y el medio completo sin el aminodacido uracilo (CM-Ura) o
triptéfano (CM-Trp) (Zitomer and Hall, 1976) para la seleccion en S. cerevisiae.
Cuando fue necesario, se suplementaron con un 2 % de agar para la preparacion de
medios sélidos en placa. En la produccion de ScAGal se empled el medio convencional
YPHSM modificado (composicién en Tabla 2) y medios basados en melazas de
remolacha azucarera, donadas por la empresa nacional AB Azucarera Iberia, descritos
mas adelante. Para facilitar la manipulacion de la melaza, ésta fue diluida en agua
destilada en una ratio 1:1 (v/v) y centrifugada a 10000 rpm durante 15 min para
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permitir la eliminacidn de impurezas sélidas. Todos los componentes de los medios
descritos en este trabajo fueron esterilizados por autoclavado a 121 °C durante 20
min, excepto la ampicilina que fue anadida posteriormente después de ser
esterilizada a través de filtros de 0.22 micras de tamafio de poro (Sartorius AG).

2.2. Construccion de una cepa de S. cerevisiae deficiente en invertasa

El gen SUC2 que codifica para la enzima invertasa de S. cerevisiae fue anulado en
la cepa BJ3505 mediante el disefio del casete integrativo suc2A(266-388)URA3 que
contiene la delecion suc2A(266-388) y el gen URA3 como marcador de seleccién
(Figura 1). La tabla 1 muestra los cebadores utilizados en este trabajo.

Tabla 1. Oligonucleétidos empleados en la construcciéon de la cepa BJ3505Asuc?2.

Cebador Secuencia Direccion Sitio de restriccion

MAC14 5'CCACGATGGTAATAGACG Sentido

MAC15 5'GAGATAATATCCTCCAGTCC Antisentido

MAC18 5'GCGGATCCCCTTTAGCTGTTCTATATGCTGC Sentido BamHI

MAC19 5'CCGGTACCCCACCTGACGTCTAAGAAACC Antisentido Kpnl

MAC23 5'CGCTGTATTCTTAGGTGCTATACC Sentido

MAC24 S5'CATTTTCAATATTTCTAACTCACTAACC Antisentido

ECV700 5'TTGTACTTGGCGGATAATGC Sentido

ECV699 5’ACCAATCGTAACCTTCATCTCTT Antisentido

El disefio de cebadores se realizd mediante el programa NetPrimer Analyse. Los sitios de restriccion son
subrayados.

Obtencion de los casetes SUC2 y URA3. La identificacidn y el andlisis para localizar
la ORF del gen SUC2 se realiz6 con la herramienta basica de busqueda de
alineamiento local (BLAST) de la base de datos GeneBank donde estan anotados varios
genomas de diferentes cepas de S. cerevisiae (http://www.ncbi.nlm.nih. gov/). Dada la
homologia entre cepas, en el disefio del casete SUC2 se utilizd la secuencia
nucleotidica [36185 — 40044] que contiene el gen SUC2 localizada en el cromosoma 9
de S. cerevisiae S288c (Gene ID: 854644; NC_001141.2) (Figura 1A). Se incluyé una
zona de mads de 1 Kb “aguas arriba” y “aguas abajo” de la ORF de SUC2 para ejercer
presion competitiva sobre el marcador genético ura3-52 que posee la cepa BJ3505. El
fragmento de 3831 pb de longitud correspondiente al casete SUC2 fue amplificado
con los cebadores MAC14 y MAC15 a partir de ADN gendmico aislado de la cepa
BJ3505 mediante el protocolo de extraccién rapida de ADN cromosdmico de levaduras
(Ausubel et al., 2003). Por otro lado, un fragmento de 1308 pb flanqueado por los
sitios de restriccion BamHI y Kpnl fue amplificado a partir del vector YEplac195 (Gietz
and Sugino, 1988) utilizando los cebadores MAC18 y MAC19 para obtener el casete
URA3 con su region promotora y terminadora. Todas las PCRs fueron llevadas a cabo
con la ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
(Thermo Scienttific).
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Construccion de los pldasmidos pJETSUC2, pSparkURA3 y pJETsuc2A(266-
388)URA3. Los productos de PCR obtenidos de la amplificacion de los casetes SUC2 y
URA3 fueron clonados en los vectores linealizados pJET1.2/blunt (CloneJET PCR
Cloning Kit, Thermo Scientific) y pSpark IV (pSpark DNA Cloning System, Canvax
Biotech) respectivamente, segun el protocolo descrito por cada fabricante para crear
los plasmidos pJETSUC2 y pSparkURA3. El fragmento de 1308 pb BamHI-Kpnl de
pSparkURA3 se clond entre los sitios BamHI-Kpnl de pJETSUC2 para generar el
plasmido pJETsuc2A(266-388)URA3 con las secuencias de recombinacidon SR1 (1962
pb) y SR2 (1503 pb) que permitieron la integracién cromosémica (Figura 2). La
identificacion de recombinantes se realizé mediante andlisis de PCR de las colonias
transformantes utilizando una Tag polimerasa (DreamTaq polimerase, Thermo Fisher
Scientific). Los plasmidos fueron purificados (GeneJET Plasmid Miniprep Kit) y los
insertos verificados por secuenciaciéon (Servizos de Apoio a Investigacion,
Universidade da Coruiia).

Integracion del casete suc2A(266-388)URA3 en el genoma de la cepa BJ3505. El
pldsmido pJETsuc2A(266-388)URA3 fue digerido con Bglll para liberar el casete
suc2A(266-388)URA3 y clonarlo en células BJ3505 competentes transformadas
mediante el método de acetato de litio (Ito et al., 1983). La integracién cromosémica
se logré mediante dos puntos de recombinacion homdloga aportados por las
secuencias SR1y SR2 (Figura 1B). Las colonias transformantes fueron seleccionadas en
cultivo en placa CM-Ura por complementacion de la auxotrofia. Finalmente, la cepa
deficiente en invertasa, nombrada como BJ3505ASuc2, fue verificada mediante
ensayo funcional de actividad invertasa (Figura 3A) y andlisis de PCR utilizando
cebadores que anillan en el genoma de la cepa de origen confirmaron la integracion
del casete suc2A(266-388)URA3 en el lugar correcto dentro del cromosoma 9 de la
cepa de origen (Figura 3B).

Y

S. cerevisiae CRM 9 suc2
A J K
36185 373857  BamHl Kpnl 38983 40044
36185 BamHl  ———— _ Kpnl
e — T
— o — <
MAC23 ECV699 ECV700 MAC24
2419 pb 2110 pb
4845 pb

Figura 1. Disefio del casete integrativo suc2A(266-388)URA3. A) La secuencia de nucledtidos [36185-40044]pb del
cromosoma 9 (CRM 9) de S. cerevisiae tomada de datos del Gene Bank (Gene ID: 854644; NC_001141.2) permitio
elaborar el casete SUC2 que contiene la ORF de SUC2. B) Los sitios de restriccién, BamH!I y Kpnl, fueron elegidos
para llevar a cabo la delecién suc2A(266-388) por reemplazamiento con el casete URA3 derivado del vector
YEplac195. SR 1 y SR2 son las secuencias de recombinacién cromosémica y los pares de cebadores MAC23 y
ECV699, ECV700 y MAC24, y MAC23 y MAC24, se emplearon para obtener por PCR los fragmentos 2419 pb, 2110
pb y 4845 pb, respectivamente, y comprobar la integracién cromosdmica del casete suc2A(266-388)URA3.
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Figura 2. Mapas fisicos de los plasmidos construidos para generar la cepa BJ3505Asuc2. pJETSUC2 y pSparkURA3
se crearon mediante el clonaje de los casetes SUC2 y URA3 en los vectores linealizados pJET1.2 y pSpark IV,
respectivamente. Un fragmento de 1308-pb BamHI-Kpnl de pSparkURA3 fue clonado entre los sitios BamHI-Kpnl de
pJETSUC2 para obtener pJETsuc2A(266-388)URA3. La digestion de pJETsuc2A(266-388)URA3 con Bglll liberd el
casete suc2A(266-388)URA3 que fue integrado por recombinacién homdloga a través de las secuencias SR1y SR2 en
el CRM 9 de la cepa de partida utilizando el gen URA3 como marcador de seleccion. Las barras vacias representan
secuencias de nucleétidos derivados de los plasmidos de origen y las coloreadas a los fragmentos de ADN
insertados para obtener cada una de las construcciones plasmidicas.
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Figura 3. Confirmacion de la obtencion de la cepa
de S. cerevisiae BJ3505ASuc2. A) Ensayo funcional
negativo (color amarillo) y positivo (color naranja)
de actividad invertasa extracelular (1) e intracelular
(2) segun se describe en la Seccion 2.8. N, cepa
BJ3505ASuc2; P, cepa BJ3505 (parental); B, blanco.
B) Andlisis de PCR de las zonas “aguas arriba” (2419
pb, calle 1), “aguas abajo” (2110 pb, calle2) y entre
ambas (4845 pb, calle 4) del gen SUC2 que codifica
para la enzima invertasa. Calle 3, marcador de peso
molecular (Kb) GeneRuler 1Kb DNA Ladder (Thermo
Scientific).
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2.3. Transformacion y preparacidon del indculo de los medios de produccion

Las cepas BJ3505ASuc2 y parental fueron transformadas con los plasmidos
YEpFLAG-1, YEpMEL1 y YEpMELIHis, descritos en el capitulo 1, mediante una
modificacion del método de acetato de litio (Chen et al., 1992). Los recombinantes se
seleccionaron en placa CM-Trp tras un periodo de incubacién de 48 horas a 30 2C. Una
unica colonia fue seleccionada para preparar un precultivo liquido en CM-Trp hasta
alcanzar la fase estacionaria (30 2C, 250 r.p.m, 16 h) que fue utilizado como inéculo de
los medios de produccién ensayados.

2.4. Medios y estudio preliminar de las condiciones de produccion

En la tabla 2 se describe la composicion de los medios de cultivo empleados en el
estudio de crecimiento celular y produccion de ScAGal a partir de las cepas
BJ3505ASuc2 y parental transformadas. La melaza de remolacha fue afadida a la
concentracion deseada como medida de porcentaje en azucar total y suplementada
con extracto de levadura y/o bactopeptona para aportar la fuente de nitrégeno. El
extracto de levadura procedente de la biomasa recuperada de cultivos finales fue
preparado mediante una modificacidon del procedimiento de autolisis celular descrito
previamente (Belem et al., 1997). En este caso, las células de levadura centrifugadas
(5000 rpm, 15 min, 4 2C) fueron resuspendidas en 0.1 M KH,PO,4 pH 6.5 a razén 1:2
(p/v) y autolisadas a 50 °C con agitacion moderada (150 rpm) durante 30 h. Tras ser
recuperado este primer sobrenadante por centrifugacion (10000 rpm, 15 min), los
restos celulares fueron de nuevo resuspendidos en el mismo tampdn a razén 1:10 y
desintegrados con un ultrasonicador (Sonics Vibra cell) durante 10 min a intervalos de
7 s para facilitar la liberacién de todo el material soluble celular en un segundo
sobrenadante previamente recentrifugado. Finalmente, un 0.5 % de la mezcla de
ambos sobrenadantes fue utilizado como suplemento en la preparacion de los medios
de cultivo correspondientes. EI ARN liberado del autolisado final fue analizado
mediante un gel de electroforesis de agarosa al 1.5 % utilizando como control un
extracto de levadura comercial al 1 % (Figura 6A). Todos los cultivos fueron inoculados
por triplicado en matraz agitado con un 20 % de volumen de medio e incubados a 30
oC y 250 rpm de agitacion a partir de precultivos de cepas transformadas. El medio
YPHSM inoculado hasta alcanzar una densidad éptica (ODgy) de 0.5 fue empleado
para evaluar estadisticamente los sistemas de expresion YEpMEL1 y YEpMEL1His
mediante un ANOVA simple (StatGraphics Plus versién 5.1). La evaluacion inicial del
consumo de azUcar y formacidon de productos en medios basados en melazas de
remolacha YPR, YP y PR se realizd con cultivos inoculados a 20Dgg. Por otro lado,
cultivos en medios YR y YR* sembrados a 40Dgyo fueron empleados en el estudio de la
asimilacién de la fuente de carbono utilizando extracto de levadura comercial y
biomasa autolisada, respectivamente. Finalmente, se realizé una evaluacién de la
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cinética de crecimiento y conversion de sustratos a productos en cultivos YR a 40Dgqq.
En este caso, tras un periodo de 40 h de crecimiento, se separd a parte la mitad del
volumen de cada uno de los cultivos mientras que la otra mitad se mantuvo en las
mismas condiciones. Conservando la esterilidad, el volumen retirado de cada cultivo
se centrifugd (5000 rpm, 10 min, 4 2C), el sobrenadante fue refrescado con 1 % de
extracto de levadura e inoculado con la misma densidad celular inicial a partir del
sedimento recuperado. Tras detener todos los cultivos a las 84 h de crecimiento, se
repitié el paso anterior sélo con los cultivos procedentes de la cepa recombinante,
pero utilizando como inéculo la cepa parental mantenida a la misma densidad celular
inicial. En los casos indicados, se recogieron muestras de cultivo a diferentes tiempos
de incubacién para la determinacién de biomasa, azucar residual, etanol y las
actividades enzimaticas a-galactosidasa e invertasa.

Tabla 2. Medios de cultivo empleados en la evaluacién de la produccidn de ScAGal

Medio de cultivo Composicion

YPHSM modificado 1 % extracto levadura, 8 % bactopeptona, 3 % glicerol, 0.5-2 % glucosa
YG 1 % extracto levadura, 0.5 % glucosa

YPR 1 % extracto levadura, 2 % bactopeptona, 8 % melaza de remolacha
PR 2 % bactopeptona, 8 % melaza de remolacha

YR 1 % extracto levadura, 6-7-8 % melaza de remolacha

YR* 0.5 % biomasa autolisada, 8 % melaza de remolacha

La concentracion de melaza de remolacha fue determinada como medida del porcentaje en azlcar total. La
biomasa autolisada preparada segun se describe en el texto fue afiadida al medio de cultivo correspondiente.

2.5. Microscopia

Se utilizé un microscopio éptico (Nikon Eclipse 50) para el andlisis microscépico de
células recogidas de muestras de cultivo a diferentes intervalos de tiempo observadas
inmediatamente sin fijacion. Por otro lado, las células fueron fijadas y digeridas en
tampdn cacodilato sodico 100 mM (pH 7.2) como se describe previamente (Bauer et
al.,, 2001) para la visualizacién de compartimentos y organulos celulares mediante
microscopia electrénica de transmisién (MET) realizado por un servicio exterior
(Servizos de Apoio a Investigacion, Universidade da Coruiia).

2.6. Optimizacién de la produccion de ScAGal mediante la Metodologia de Superficie
de Respuesta

La optimizacién estadistica de los medios de produccidon de ScAGal a partir de
melazas de remolacha se realizé con la metodologia de superficie de respuesta (MSR)
utilizando la cepa recombinante BJ3505Asuc2/YEpMEL1. La concentracion de melaza
de remolacha y de extracto de levadura, el tamano del inéculo y el tiempo de cultivo
fueron los factores experimentales seleccionados como variables independientes vy, la
variable dependiente o respuesta medida fue el analisis de la actividad a-
galactosidasa extracelular de los cultivos ensayados. La composicién del medio de
produccién varié segln el disefio experimental y la preparaciéon del indculo y resto de
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condiciones de cultivo se realizaron segun las indicaciones descritas anteriormente. Se
aplicé el disefio de compuesto central (DCC) para estudiar los efectos e interacciones
de los cuatro factores elegidos a cinco niveles diferentes, cuyos valores codificados
fueron —a, -1, 0, +1, +a, donde a = 2k/4, k es el nUmero de variables independientes y 0
corresponde al punto central. En la tabla 3 se indican los niveles y valores reales de los
factores calculados segun la ecuacion descrita previamente (de Faria et al., 2013). La
MSR fue ajustada mediante una ecuacion polindmica de segundo orden que relaciona
la respuesta medida con las variables independientes, (Dilipkumar et al., 2013) y los
valores 6ptimos del DCC se obtuvieron resolviendo la ecuacion de regresiéon vy
analizando las graficas de contorno de superficie de respuesta. Se realizd un ANOVA
con intervalos de confianza del 95 % para determinar la importancia de los efectos. El
tratamiento de datos estadisticos y la construccidn de los gréficos se llevaron a cabo
con la ayuda del programa StatGraphics Plus para Windows version 5.1 (Statistical
Graphics Corporation).

Tabla 3. Factores experimentales, niveles del DCC y su correspondencia entre los valores codificados y reales
estudiados en la optimizacion de la produccién de ScAGal por la cepa BJ3505Asuc2/YEpMELI.

Factores experimentales Valores codificados

Valores reales -2 -1 0 1 2
Melaza (%), X; 11 12.5 14 15.5 17
Extracto de levadura (%), X 1 1.5 2 2.5 3
Indculo (ODggo), X3 0.5 2.5 45 6.5 8.5
Tiempo (h), X, 36 60 84 108 132

Xi = (X; — Xp)/AX;; donde x; es el valor codificado de la variable independiente, X; es el valor real de la variable
independiente, X, es el valor real de la variable independiente en el punto central del dominio experimental y AXi
el incremento de Xi correspondiente a una unidad del valor adimensional x;.

2.7. Condiciones de operacion de biorreactores

Como sistema de produccién a escala laboratorio, se realizaron cultivos en
biorreactores Biostat-MD (Braun-Biotech) 2 L con un volumen de trabajo de 1 L de
capacidad que permitié llevar a cabo un control de pH para evaluar su efecto en el
medio de produccidn. La composicion del medio basado en melazas de remolacha vy el
tamariio del inéculo fueron seleccionados a partir de los resultados obtenidos durante
los ensayos de optimizacion anteriores. Tras la esterilizacién del biorreactor a 1212C
durante 30 min, éste fue inoculado, segin se describe en la Seccién 2.3, vy
suplementado asépticamente con 300 mg/L de ampicilina manteniendo condiciones
controladas de 30 °C, 2 L/min de flujo de aire y 300 rpm de agitacion mecanica
durante 120 h de cultivo. Se anadié NaOH 1 M o HCI 1 M previamente esterilizados
cuando fue requerido ajustar el pH durante el cultivo. Se tomaron muestras a
intervalos regulares de tiempo para la determinacién de la biomasa celular, la
actividad a-galactosidasa extracelular y la conversién de sustratos en metabolitos
secundarios. Por otro lado, se determind la estabilidad plasmidica como porcentaje de
colonias viables Trp+ tras la siembra de muestras diluidas del cultivo sobre placas CM
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y CM-Trp y contaje de unidades formadoras de colonias (UFC), % estabilidad
plasml'dica = (UFCCM_Trp/UFCCM)*loo.

2.8. Métodos analiticos

Contenido de azucar en melazas. Los azUcares presentes en la melaza de
remolacha diluida empleada en la preparacion de los medios de cultivo fueron
identificados y cuantificados por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
utilizando un patrén externo compuesto por concentraciones conocidas de rafinosa,
sacarosa, glucosa y fructosa comprendidas entre 4 — 0,06 mg/mL.

Determinacion de biomasa, azucar residual y etanol. El crecimiento celular de
cultivos en matraz agitado se midié por densidad optica a 600 nm (ODgg) con un
espectrofotémetro UV-Visible (Biospectrometer Kinetic eppendorf). El medio libre de
células fue utilizado para la determinacidn de etanol con el ensayo enzimatico
Ethanol, UV method (NZYTtech) y azucar residual. Este Ultimo fue cuantificado de
forma indirecta con el método del DNS (Miller, 1959) mediante el andlisis del
contenido en azucar antes y después de una hidrdlisis de las muestras a 95 2C durante
5 min con HCl al 18.5 %, seguida de un paso de neutralizacién con NaOH al 25 %. En
biorreactores, la biomasa fue determinada por el método de peso seco a partir de
muestras de 5 mL de cultivo tras ser centrifugadas a 5000 rpm durante 5 min, lavadas
con agua destilada, recentrifugadas y secadas en un horno a 105 °C hasta alcanzar un
peso constante. Con el sobrenadante recuperado se midié el consumo de azucar y
formacion de etanol y otros subproductos mediante HPLC utilizando un patrén
externo compuesto por concentraciones de rafinosa, sacarosa, galactosa, glucosa,
fructosa, glicerol y etanol comprendidas entre 4 — 0,06 mg/mL.

Andlisis de HPLC. Los analisis de HPLC se realizaron con la columna Sugar Pack
Waters (6.5 mm x 300 mm) equipada con un Refractive Index Detector (Cienytech).
Todas las muestras fueron previamente clarificadas mediante extraccion en fase
sélida con los cartuchos HyperSep Silica SPE Column (Fisher Scientific) para eliminar
interferencias por pigmentos y otras impurezas de las melazas. Las condiciones de
trabajo fueron, temperatura de la columna 80 °C, temperatura del detector 37 2Cy
sensibilidad 32 empleando como fase mévil EDTA-Calcio 100 uM (Sigma Aldrich) a un
flujo de 0.5 mL/min. Los compuestos eluidos fueron identificados y cuantificados
utilizando sorbitol (1 mg/mL) como patrén interno, el cual no interfiere con los
tiempos de retencion de los compuestos de estudio (Xu et al., 2014).

Actividad enzimdtica y concentracion de proteina. La actividad a-galactosidasa
extracelular se midid con el método descrito previamente (Ryan et al., 1998)
incubando las muestras con el sustrato sintético PNPG 10 mM (Sigma Aldrich) en
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tampon Mcllvaine pH 4 a 40 2C. A dos intervalos de tiempo consecutivos, la reaccién
se paro con Na,CO3 0.5 M y se midié el p-nitrofenol liberado a 400 nm (coeficiente de
extincion molar, 18.20 mmol™.cm™). Se determind la actividad invertasa extracelular e
intracelular a partir de sobrenadante y sedimento celular previamente permeabilizado
con cloroformo 15 % y SDS 0.01 %, separados por centrifugacion de las muestras de
cultivo. Tras llevar a cabo la reaccidon incubando cada muestra con sacarosa 100 mM
en tampdn acetato 50 mM pH 5 durante 10 min a 40 2C, ésta se detuvo por ebullicién
y se determind el azucar reductor generado mediante el método del DNS (Miller,
1959). La unidad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima que libera un
umol de producto por minuto en las condiciones de ensayo. La concentracion de
proteina se determind por el método de Bradford utilizando el DC Protein Assay Kit
(Bio Rad) y la albumina de suero bovino como patréon de la recta de calibrado. En
todos los casos se tomaron muestras por triplicado y se utilizd6 como
espectrofotdmetro un lector de placas (B/IO RAD Molecular Imager Gel Doc XR).

3. Resultados

3.1. Aproximacion a la obtencidon de un medio de produccién de ScAGal basado en

melazas de remolacha

En primer lugar, cultivos en YPHSM de las cepas BJ3505ASuc2 y parental, que
contienen los plasmidos YEpMEL1His o YEpMEL1, con o sin etiqueta de purificacidn,
respectivamente, fueron utilizados para evaluar la eleccién del mejor sistema de
expresion de ScAGal. YPHSM es el medio convencional recomendado para la
produccién de proteina heterdloga con el sistema de expresidon en levaduras
YEpFLAG-1 (Eastman Kodak Company) empleado previamente para generar dichas
construcciones (Fernandez-Leiro, 2011). YEpMEL1His permite la obtenciéon de la
proteina recombinante con una etiqueta Poli-His (6 His) en su extremo carboxilo
terminal para su purificacion mediante cromatografia de afinidad. Todos los cultivos
mostraron un crecimiento parejo (ODgye = 90 + 10) y, ademas, ambas cepas
alcanzaron a las 216 h una actividad a-galactosidasa extracelular maxima similar
alrededor de 43 U/mL y 25 U/mL con YEpMEL1 y YEpMELIHis, respectivamente
(Figura 4).

50 ~ Figura 4. Seguimiento de la actividad a-
© galactosidasa extracelular empleando un medio
S = 40 de cultivo convencional. Los cultivos en el medio
.g é YPHSM modificado (1% extracto de levadura, 8 %
g ?: 30 bactopeptona, 2 % glucosa, 3 % glicerol) fueron
‘9‘}, f_; inoculados a una ODgy de 0.5 a partir de
3 g 20 precultivos de las cepas BJ3505Asuc2 (linea
§ E continua) 'y BJ3505 (linea  discontinua)
S % 10 transformadas con los plasmidos YEpMEL1
g (circulo), y YEpMEL1His (tridangulo).
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Esto demuestra que la cepa secreta la misma cantidad de ScAGal a pesar de tener
anulado el gen que codifica para la invertasa y descarta la mejora descrita
previamente (Liljestriim et al., 1991). Sin embargo, la utilizacidon de esta cepa como
hospedador de proteina heterdloga, posee la ventaja de permitir obtener
preparaciones enzimaticas de ScAGal que no estan contaminadas con actividad
invertasa para su uso en la industria azucarera u otras aplicaciones que asi lo
requieran. Por otro lado, si bien la razéon-F de la tabla ANOVA muestra que hay
diferencias estadisticamente significativas entre las medias de todos los grupos de
cultivos (p-valor < 0,05), la prueba de rango multiple elimind los pares de grupos 1-3,y
2-4 (Tabla 4) confirmandose, por lo tanto, que el mejor sistema de expresion es
YEpMEL1 independientemente de la cepa utilizada. La ScAGal expresada a partir de
YEpMEL1 puede ser parcialmente purificada a través de membranas de filtracidon
tangencial evitando el uso de otros sistemas de purificacién que conllevan un costo
adicional en el proceso productivo a nivel industrial. Por otro lado, en caso de ser
necesario, el producto final puede obtenerse totalmente puro mediante un sistema
de inmovilizacién enzimatica (Cardenas-Fernandez et al., 2012) que sera discutido en
el capitulo 4. Por consiguiente, se eligi6 el sistema de expresion
BJ3505Asuc2/YEpMEL1 para realizar los siguientes ensayos utilizando melazas de
remolacha como medio de produccién.

Tabla 4. Analisis de Varianza de cultivos empleando YPHSM como medio de produccién de ScAGal.

Resumen estadistico

Sistema de expresion (Grupos) Media Minimo Mdximo Sesgo Curtosis
BJ3505Asuc2 YEpMEL1 (1) 35.33 23.30 43.85 -0.685 -0.811
YEpMEL1His (2) 20.75 12.66 25.49 -0.985 -0.301
BJ3505 YEpMEL1 (3) 33.94 23.36 41.70 -0.678 -0.749
YEpMEL1His (4) 21.26 14.85 26.57 -0.300 -0.141
ANOVA
Variabilidad Suma de Cuadrados Gl Media cuadrdtica  Razdn-F  Valor-P
Entre-grupos 1493.92 3 497.97 12.43 0.000
Dentro-grupos 1121.86 28 40.07
Total (Corregido) 2615.78 31
Prueba de Rangos Muiltiples
Contraste Significancia Diferencia +/- Limites
1-2 * 14.576 6,483
1-3 1.392 6,483
1-4 e 14.066 6,483
2-3 * -13.184 6,483
2-4 -0.510 6,483
3-4 e 12.674 6,483

La medida de la actividad a-galactosidasa extracelular de los cultivos ensayados es la variable independiente o
respuesta de estudio. El método utilizado para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia
minima significativa de Fisher (LSD). *Denota una diferencia estadisticamente significativa entre parejas de grupos
(contraste); Gl, grados de libertad.

La melaza de remolacha ademds de ser un sustrato rico en fuente de carbono,
posee también biotina, sales de potasio, calcio y cloro, y pequefias cantidades de
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proteina soluble siendo la proporcién de aminodcidos esenciales muy baja (FEDNA,
www.fundacionfedna.org). La melaza bruta utilizada en este trabajo contiene 59.7 %
de sacarosa, 2.9 % rafinosa, 1.2 % glucosa, 2.4 % fructosa y una fraccién nitrogenada
del 0.3 %. Al no resultar ser una buena fuente de nitrégeno, de fosforo ni de
magnesio, las melazas son suplementadas con sales de amonio, urea, acido fosforico y
sulfato de magnesio (Arshad et al., 2014; Darvishi et al., 2016). Sin embargo, en este
caso no se afiadieron sales porque datos preliminares de cultivos BJ3505/YEpMEL1His
empleando 1.5 % de melaza de remolacha con 1 % extracto de levadura mostraron
una biomasa celular maxima mayor (ODggo = 30) en comparacion a medios a los que se
le adicionaron sales (ODggo = 20) alcanzando en ambos casos la fase estacionaria a las
96 h de cultivo (Martinez Moro, 2015). En la figura 5 se muestra el transcurso del
consumo de azucar y produccion de actividad a-galactosidasa extracelular de cultivos
inoculados a una ODggg de 2 en melaza de remolacha suplementada con extracto de
levadura y/o peptona como fuente de nitrogeno. Dado que BJ3505Asuc2/YEpMEL1 es
deficiente en invertasa sélo puede utilizar como fuente de carbono primero la glucosa
y fructosa presente en la melaza y después galactosa obtenida tras la hidrélisis de
rafinosa por accién de la ScAGal expresada, lo que le permite consumir a las 48 h de
cultivo alrededor del 19 %, 20 % y 10 % del azlcar proporcionado por los medios YPR,
YR y YP, respectivamente. Sin embargo, la cepa parental transformada, que ahora en
adelante nombraremos como “parental”, es capaz, por la presencia de invertasa que
permite la hidrolisis de sacarosa a glucosa y fructosa, de utilizar hasta el 90 % del
azucar de los medios probados en el mismo intervalo de tiempo (Figura 5A). Por otro
lado, aunque ésta presenté la maxima actividad a-galactosidasa extracelular (8 U/mL)
con el medio YPR, esto se debe al incremento de la fuente de carbono facilmente
asimilable proporcionada por la accidn de la invertasa junto al aporte extra de fuente
de nitrégeno por la combinacion de extracto de levadura y peptona. Sin embargo, en
los medios YR y PR, BJ3505Asuc2/YEpMEL1 posee una actividad mayor de 4 U/mL y
3.5 U/mL en comparacién con la parental que fue de 2.4 U/mL y 1.6 U/mL,
respectivamente (Figura 5B), lo que significa que el uso de peptona es evitable, dado
gue ademads es un sustrato que encarece los procesos industriales (Johansson et al.,
2001). De la misma manera, se valord la reutilizacion de |la biomasa generada durante
la produccion de proteina recombinante para rentabilizar el proceso productivo final.
El extracto de levaduras autolisadas obtenido resultd ser una fuente de nitrégeno rica
en nucledtidos de bajo peso molecular (Figura 6A) que podria ser mejorable mediante
la adiciéon de 1 % (p/v) de fosfodiesterasa como es bien documentado (Belem et al.,
1997). Asi, durante el seguimiento de cultivos inoculados a una ODggg de 4 se alcanzd
una actividad a-galactosidasa extracelular de 7 U/mL empleando extracto de levadura
comercial y 5 U/mL con el uso de biomasa autolisada (Figura 6B). Por todo ello, en los
siguientes experimentos se eligid el extracto de levadura como unica fuente de
nitrégeno.
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Figura 5. Evaluacion de medios de produccion de ScAGal basados en melaza de remolacha. Seguimiento en el
tiempo del azucar residual (A) y actividad a-galactosidasa extracelular (B) por BJ3505Asuc2 (linea continua) y
BJ3505 (linea discontinua) en los medios de cultivo YPR (circulo), YR (triangulo) y YP (cuadrado). Los simbolos vacios
y llenos corresponden a las cepas transformadas con el plasmido YEpFLAG-1 y YEpMELI, respectivamente. Los
medios (YPR, YR, YP) se prepararon con 6-7 % de melaza suplementados con 1 % de extracto de levadura y/o 2 %
de bactopeptona vy los cultivos fueron inoculados a 20Dgq (ver Seccién 2.4).
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Figura 6. Reutilizacion de biomasa autolisada por la cepa recombinante BJ3505Asuc2/YEpMEL1. A) Andlisis
comparativo de un extracto de levaduras autolisadas (calle 1) y extracto de levadura comercial al 1 % (calle 2)
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. La autolisis fue llevada a cabo en tampdén 0.1 M KH,PO, pH 6.5 a
razén 1:2 (p/v), a 50 2C, 150 rpm durante 30 h. MW, marcador de peso molecular (GeneRuler 1Kb DNA Ladder,
Thermo Scientific). B) Actividad a-galactosidasa extracelular (grafico de barras) y contenido en azucar residual
(gréfico de lineas) de cultivos en medios que contienen extracto de levadura comercial (simbolos vacios) o
procedente de biomasa autolisada (simbolos llenos) como Unica fuente de nitrégeno. Los medios de cultivo fueron
inoculados con una ODgy, inicial de 4 y los resultados de los cultivos corresponden a la media de tres réplicas
bioldgicas, N = 3 + DE. YR, 8 % melaza de remolacha y 1 % extracto de levadura comercial; YR*, 8 % melaza de
remolacha suplementada con biomasa autolisada segiin metodologia.

Finalmente, en la figura 7 se muestra el transcurso de cultivos utilizando el medio
de produccion YR con el fin de analizar la cinética de crecimiento y conversion de
sustratos a productos. Ambas cepas alcanzaron la fase estacionaria a las 32 h de
cultivo con valores de crecimiento celular similares, sin embargo la parental asimilo el
88 % del azucar del medio, gracias a la invertasa nativa, para producir 13 g/L de
etanol, mientras que el poco etanol (1.8 g/L) que produce BJ3505Asuc2/YEpMEL1 es
rapidamente consumido como fuente de carbono para la expresién de ScAGal que
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ademas permite que la cepa asimile hasta el 12 % del azlcar disponible en el medio
(Etapa 1, Figura 7A y 7B). Cuando los medios fueron suplementados con extracto de
levadura, la parental comienza a utilizar el etanol como fuente de carbono a las 24
horas de cultivo, inicia la secreciéon de ScAGal y alarga su fase estacionaria a un
periodo de mads de 84 h alcanzando una biomasa 4 veces superior que
BJ3505Asuc2/YEpMEL1. Aunque ésta ultima alcanza tan sélo una densidad celular
maxima de 15 unidades (ODggo) continua produciendo la proteina heterdloga porque
es capaz de agotar totalmente el azucar reductor residual disponible mientras que la
parental mantiene alrededor de 3 g/L de azucar sin consumir (Etapa 2, Figura 7Cy 7D).
Después, el medio libre de células recuperado de cultivos finales de
BJ3505Asuc2/YEpMEL1 fue reutilizado por la parental para la produccion maxima de
10 g/L de etanol a las 48 h de cultivo consumiendo el 93 % del azicar del medio
(Etapa 3, Figura 7E y 7F). Con estos resultados, podemos concluir que en presencia de
un 8 % de melaza de remolacha la cepa parental desplaza su metabolismo hacia la
fermentacion de azucar para la obtencién de etanol incluso manteniendo condiciones
aerdbicas (efecto Crabtree) (Marques et al., 2015), mientras que BJ3505Asuc2/
YEpPMEL1 posee un metabolismo preferentemente respiratorio y utiliza de manera
mas eficiente todo el azlcar disponible. Por otro lado, también se apreciaron
diferencias entre ambas cepas en cuanto a su fisiologia celular, y los detalles de
cambios morfoldgicos en compartimentos y organulos se muestran en las figuras 8 y
9. En la parental, se observa la presencia de particulas alrededor y en el interior de la
vacuola la cual se hace mds prominente conforme aumenta el tiempo de cultivo,
mientras que en BJ3505ASuc2/YEpMEL1 no se aprecia la vacuola y aparecen particulas
citoplasmaticas a las 48 h (Figura 8A-C). Como se ha mencionado anteriormente, la
parental es productora de etanol por lo que es posible que su morfologia sea
resultado del incremento de la concentracion del mismo, mientras que
BJ3505Asuc2/YEpMEL1 produce proteina heterdloga como resultado de la intensa
actividad citoplasmatica y vacuolar (Figura 9A-D) y la presencia de particulas coincide
con el periodo de inanicion que comienza a las 48 h. Sin embargo, cuando la parental
consume el etanol como fuente de carbono, la morfologia de ambas cepas es
practicamente la misma (Figura 8D). Varios estudios han demostrado que en S.
cerevisiae se forman acumulos citoplasmaticos en respuesta a la adaptacién a
diferentes situaciones de estrés ambiental como el agotamiento de glucosa o la
tolerancia al etanol (Grousl et al., 2013). Para ahorrar energia, la célula es capaz de
interrumpir la traduccion, regular el transito de moléculas de ARNm y acumular en el
citoplasma componentes de la maquinaria de traduccion conocidos como granulos de
estrés y cuerpos P aunque la naturaleza de las interacciones entre ellos es todavia
desconocida (Kato et al.,, 2011). Ademads, bajo condiciones de estrés, la vacuola es
propensa a fluir entre formas no fragmentadas y fragmentadas (Figura 9D) debido en
parte, a su asociacion con otros organulos celulares (reticulo endoplasmico, complejo
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de Golgi, vesiculas secretoras y endociticas) como componentes de sistemas
ramificados interconectados (Gibson et al., 2007).
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Figura 7. Cinética de crecimiento y conversion de sustratos a productos de BJ3505Asuc2/YEpMEL1 y parental.
Biomasa (circulos), aztcar total (tridangulos), azucar reductor (cuadrados), etanol (aspas), actividad a-galactosidasa
extracelular (rombos) y actividad invertasa extracelular (cruces) de cultivos BJ3505Asuc2/YEpMEL1 (linea continua)
y BJ3505/YEpMEL1 (linea discontinua). Los cultivos fueron inoculados en el medio de produccion YR (8 % melaza
de remolacha, 1 % extracto de levadura) (Etapa 1). Tras un periodo de crecimiento de 40 h, parte de cada uno de
los cultivos fue separado (—) y refrescado con 1 % extracto de levadura (Etapa 2) mientras que el resto se
mantuvo en las mismas condiciones de la etapa 1. El medio libre de células recuperado de cultivos finales de
BJ3505Asuc2/YEpMEL1 fue reutilizado como medio de produccién empleando la cepa BJ3505/YEpMEL1 (Etapa 3).
En cada etapa se mantuvo la misma densidad celular inicial (ODggg = 4).
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Figura 8. Visualizacién mediante microscopia éptica de cultivos de BJ3505Asuc2/YEpMEL1 y parental. Etapa 1,
cultivos inoculados en el medio de produccidn YR (8 % melaza de remolacha, 1 % extracto de levadura). Etapa
2, cultivos refrescados con 1 % extracto de levadura tras un periodo de crecimiento de 40 h. En ambas etapas se
mantuvo la misma densidad celular inicial (ODggo = 4). Va, vacuola; Pc, particulas citoplasmaticas.
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Figura 9. Visualizacién mediante MET de células BJ3505ASuc2 /YEpMEL1 y parental. Tras un periodo de
48 h de cultivo en el medio de produccién YR, las células fueron fijadas y digeridas en tampdn cacodilato
sédico 100 mM (pH 7.2) segun se describe en Bauer et al., 2001. Nu, ndcleo; Va, vacuola; Mi, mitocondria;
Li, lisosoma; Vs, vesiculas de secrecion; Ve, vesiculas endociticas; Pc, particulas citoplasmaticas. Las
imagenes C, G y H son ampliaciones de las imagenes B, E y F, respectivamente.
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3.2. Optimizacion de la produccion de ScAGal por la cepa deficiente en invertasa a

partir de melazas de remolacha

La matriz del disefio experimental de compuesto central (DCC) dio lugar a un
conjunto de 30 experimentos con seis repeticiones en los puntos centrales para
estimar el error experimental de la técnica de produccion, y los resultados
correspondientes se muestran en la tabla 5. Se aplicd la metodologia de superficie de
respuesta (MRS) a los datos experimentales observados para ajustar la funcién de
respuesta (actividad a-galactosidasa extracelular) e investigar la influencia simultanea
de las cuatro variables seleccionadas (concentracion de melaza, concentraciéon de
extracto de levadura, tamafio de indculo y tiempo de cultivo). La mejor condicién para
la produccién de ScAGal se localizé en el experimento 13 que alcanzé una actividad a-
galactosidasa extracelular de 17 U/mL. Para validar la significacidn y aceptabilidad del
modelo se realizé un ANOVA que se presenta en la tabla 6. En el analisis grafico del
modelo se muestra la influencia de la respuesta ante cambios en las variables (Figura
10A) y los efectos que no alcanzaron la linea de significancia estadistica con un nivel
de confianza del 95 % se eliminaron por representar un aporte insignificante, excepto
la concentracion de extracto de levadura que fue conservada para mejorar el ajuste
del modelo (Figura 10B). El tiempo de cultivo y el tamafio de indéculo fueron los
efectos positivos y, la concentracion de melaza el efecto negativo que mayor
predominio tuvieron sobre la respuesta como se confirma en el grafico de efectos
principales (Figura 11A). Por otro lado, la interaccién entre el tamafio de indculo y el
tiempo de cultivo demuestra que una cantidad mayor de inéculo es adecuado para
incrementar el rendimiento de la respuesta conforme aumentamos el tiempo de
cultivo (Figura 11B). Ademas, tanto el coeficiente de correlacidon que explica el 86.80
% de la variacion total de la a-galactosidasa extracelular, el valor-P > 0.05 para la
prueba de falta de ajuste y el grafico de datos observados frente a los predichos
(Figura 12) indican que el modelo de regresién fue significativo y podria utilizarse
adecuadamente para describir la produccion de ScAGal bajo las condiciones
experimentales. Por lo tanto, la aplicacion de la MSR para la estimacién de los
parametros 6ptimos resultd en una relacion empirica entre la respuesta y las variables
de estudio descrita por la siguiente ecuacion polindmica cuadratica: Actividad a-
galactosidasa extracelular = 122.116 - 16,478A + 1,155B - 3,465C + 0,009D + 0,548A2 +
0,212C* + 0,035CD. En los analisis graficos de superficies de respuesta y diagramas de
contorno, se observa que el incremento del tiempo de cultivo posee un efecto
positivo importante dentro del disefio experimental conforme aumenta el tamario del
indculo y disminuye la concentracion de melaza (Figuras 13A y 13B). Sin embargo, es
realmente la combinacion del tamafio maximo del indculo y la concentracion minima
de melaza la que conduce a un aumento en la produccion de ScAGal (Figura 13C)
mientras que el efecto del extracto de levadura es poco relevante en toda la regiéon
del espacio experimental (Figuras 13D-F).
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Tabla 5. Matriz experimental para la optimizacién de ScAGal producida por BJ3505Asuc2/YEpMEL1 segun el DCCy
resultados observados y predichos por la MSR para cada uno de los experimentos.

No. Exp.  Valores codificados Valores reales a-Gal (U/ml)
X7  X» X3 X4 X; X5 X3 X, Observado Ajustado
1 -1 -1 -1 -1 12.5 1.5 2.5 60 0.465 1.952
2 1 -1 -1 -1 15.5 1.5 2.5 60 0.316 -1.447
3 -1 1 -1 -1 12.5 2.5 2.5 60 0.706 3.107
4 1 1 -1 -1 15.5 2.5 2.5 60 0.268 -0.292
5 -1 -1 1 -1 125 1.5 6.5 60 1.721 4.061
6 1 -1 1 -1 15.5 1.5 6.5 60 1.306 0.662
7 -1 1 1 -1 125 2.5 6.5 60 1.935 5.216
8 1 1 1 -1 15.5 2.5 6.5 60 1.451 1.817
9 -1 -1 -1 1 12.5 1.5 2.5 108 6.763 6.580
10 1 -1 -1 1 15.5 1.5 2.5 108 6.038 3.181
11 -1 1 -1 1 125 2.5 2.5 108 7.107 7.735
12 1 1 -1 1 15.5 2.5 2.5 108 5.440 4.336
13 -1 -1 1 1 12.5 1.5 6.5 108 17.431 15.360
14 1 -1 1 1 15.5 1.5 6.5 108 11.071 11.961
15 -1 1 1 1 125 2.5 6.5 108 15.709 16.515
16 1 1 1 1 15.5 2.5 6.5 108 12.478 13.116
17 -2 0 0 0 11 2 4.5 84 16.005 12.117
18 2 0 0 0 17 2 4.5 84 2.345 5.319
19 0 -2 0 0 14 1 4.5 84 1.081 2.630
20 0 2 0 0 14 3 4.5 84 8.019 4.940
21 0 0 -2 0 14 2 0.5 84 0.299 1.732
22 0 0 2 0 14 2 8.5 84 14.968 12.621
23 0 0 0 -2 14 2 4.5 36 0.001 -4.178
24 0 0 0 2 14 2 4.5 132 10.846 11.749
25 0 0 0 0 14 2 4.5 84 2.479 3.785
26 0 0 0 0 14 2 4.5 84 2.116 3.785
27 0 0 0 0 14 2 4.5 84 2.479 3.785
28 0 0 0 0 14 2 4.5 84 2.766 3.785
29 0 0 0 0 14 2 4.5 84 2.240 3.785
30 0 0 0 0 14 2 4.5 84 2.521 3.785

X;, concentracion de melaza (%); X,, concentracién de extracto de levadura (%); X3, tamafio de indculo (ODgg); Xa,
tiempo de cultivo (h). Para facilitar la comprension de los resultados, X;, X,, X3, X, fueron nombrados como A, B,
C, D, respectivamente. La respuesta, actividad a-galactosidasa extracelular (a-Gal), fue definida como la cantidad
de enzima que libera un umol de p-nitrofenol por minuto en las condiciones de ensayo, pH 4 y 40 oC (ver Seccidn
2.8).

Tabla 6. Analisis de Varianza para el modelo cuadratico de superficie de respuesta respecto a la produccion de
ScAGal por S. cerevisiae BJ3505Asuc2/YEpMEL1.

Efectos Suma de cuadrados G/ Cuadrado medio  Valor-F Valor-P
A: Melaza 69.323 1 69.323 1052.18 0.0196
B: Extracto de levadura (%) 8.003 1 8.003 121.47 0.0576
C: Tamafio de indculo (ODg) 177.872 1 177.872 2699.75 0.0123
D: Tiempo de cultivo (h) 380.480 1 380.480 5774.96 0.0084
AA 37.071 1 37.071 562.66 0.0268
CC 17.520 1 17.520 265.92 0.0390
cD 44.499 1 44.499 675.41 0.0245
Falta de 110.244 17 6.485 98.43 0.0780
Error total 0.065 1 0.065

Total 835.492 25

R’ = 86.80 %, R’ (ajustado para Gl) = 81.66 %, Error estandar de la estimacion = 0.256, Error medio absoluto =
1.74. Gl, grados de libertad. Efectos cuadraticos de las variables Melaza (AA), Inéculo (CC) y la interaccion entre
Tamario de indculo/Tiempo (CD).
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Figura 10. Diagrama de Pareto antes (A) y después (B) de eliminar efectos estadisticamente no significativos.
La longitud de cada barra es proporcional al efecto estandarizado que representa el efecto estimado dividido
entre el error estandar. La linea vertical indica la significancia con un 95 % de nivel de confianza y +/- establece
el efecto positivo y negativo sobre la respuesta (actividad a-galactosidasa extracelular). El grafico representa las
variables lineales (A, B, Cy D), sus efectos cuadraticos (AA, BB, CC, DD) e interacciones (AB, AC, AD, BC, BD, CD).
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Figura 11. Grafico de efectos lineales e interacciones principales sobre la produccién de ScAGal. A) El factor
elegido se varia del nivel -1 al +1, mientras que el resto se mantienen constantes en sus valores centrales.
Cuanto mayor es la pendiente mayor sera el efecto sobre la respuesta, actividad a-galactosidasa extracelular
(a-Gal). B) El factor tiempo de cultivo se varia de su nivel -1 a su nivel +1 mientras que el tamafio de indculo se
mantiene constante en su nivel +1 (linea superior) o en su nivel -1 (linea inferior) y los demas factores en sus
valores centrales.
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Figura 12. Valores observados versus valores ajustados por el modelo de regresion.
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Figura 13. Grafico de superficie y diagramas de contorno para la produccion de ScAGal. Actividad a-galactosidasa
extracelular maxima (o-Gal) estimada por la MSR en funciéon de las interacciones de cualquier pareja de variables
independientes, manteniendo el valor de la tercera y cuarta variable constante en el nivel 0.

El modelo alcanzd una respuesta dptima para maximizar la produccion de ScAGal
con las condiciones experimentales A =-2, B =0, C = +2, D = +2 cuyos valores reales
son 11 % de melaza, 2 % de extracto de levadura, tamafio de indculo de 8.5 ODgyo ¥
132 h de tiempo de cultivo, respectivamente. Aunque un aumento de la concentracién
de extracto de levadura comercial parece mejorar ligeramente el rendimiento de
produccién, se decidid mantener el 1 % dado que es un sustrato que encarece los
procesos industriales (Johansson et al., 2001). Basandose en estos resultados, durante
el transcurso de nuevos cultivos incluyendo 11 % melaza, 1 % extracto de levadura y
tamafio de indculo de 8.5 ODgqg (Figura 14), la cepa recombinante BJ3505Asuc2/
YEpMEL1 alcanzd una actividad a-galactosidasa extracelular maxima de 24 U/mL con
una mejora del 72 % en la producciéon de ScAGal respecto a lo observado en los
estudios preliminares (Figura 5B; Seccion 3.1.). Por lo tanto, el uso de melaza de
remolacha resulté ser un camino prometedor para la obtencion de ScAGal mediante
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un proceso productivo que permite ademas reducir los costos de produccidn a través
de la reutilizacion de este subproducto de la industria azucarera. En la biotecnologia
actual estd aumentando la aplicacion de modelos estadisticos para mejorar el proceso
productivo utilizando residuos agro-industriales (Almeida et al., 2017; Darvishi et al.,
2016), en este trabajo se describe por primera vez la produccion de proteina
heterdloga con una cepa de S. cerevisiae deficiente en invertasa a partir de melazas de
remolacha.

Figura 14. Optimizacion de la produccion de ScAGal
por la cepa BJ3505Asuc2/YEpMEL1 a partir de
melazas de remolacha. Seguimiento en el tiempo
de la biomasa celular (circulos) y actividad o-
galactosidasa extracelular (rombos) empleando un
medio de produccion basado en 11 % de melazay 1

Biomasa(ODgg)

% de extracto de levadura, un tamafio de inéculo de

extracelular (U/mL)

8.5 ODgyp Y manteniendo el resto de condiciones
descritas (Seccion 2.3.).

Actividad a-galactosidasa

0 24 48 72 96 120 144
Tiempo de cultivo (h)

3.3. Biorreactores: aproximacion al escalado del proceso productivo de ScAGal

En un intento por acercarse a la produccién escalonada de ScAGal, la cepa
BJ3505ASuc2/YEpMEL1 se cultivé en biorreactores de 2-L con un volumen de trabajo
de 1L empleando el medio optimizado YR bajo condiciones no ajustadas y ajustadas
de pH 6 durante el crecimiento de los cultivos. En estas condiciones, el crecimiento
celular se detiene practicamente a las 72 h, sin embargo, cuando se mantiene el
cultivo a pH 6 la cepa recombinante duplica su biomasa hasta alcanzar alrededor de
20 g/L al final del cultivo (Figura 15A y 15B). Por otro lado, en ambos biorreactores se
produce no sélo la proteina recombinante ScAGal sino también otros metabolitos
dependiendo de la fase de cultivo (Tabla 7). Durante las primeras 24 h de cultivo, la
cepa consume toda la glucosa y asimila entre un 82 % y un 73 % de la fructosa
disponible en el medio que dirige a la produccién simultanea de ScAGal y los
metabolitos secundarios etanol y glicerol. Al mismo tiempo, en el medio extracelular
aparece galactosa liberada por la accion de la ScAGal que hidroliza un 5 % de rafinosa
y hasta un 25 % sin o con control de pH, respectivamente. Ademas, en ambos casos la
concentracion de galactosa se mantiene constante durante el resto del tiempo de
cultivo, lo que significa que la cepa tiene preferencia por la asimilacién de otros
azucares simples (Marques et al., 2015). En el biorreactor sin ajuste de pH, durante el
periodo que va de las 24 a 48 h, el metabolismo de la cepa es practicamente
fermentativo obteniendo alrededor de 8 g/L de etanol y liberando al medio 1.6 g/L de
glicerol mientras que los valores de actividad enzimatica se mantienen constantes.
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Figura 15. Produccién de ScAGaL por la cepa BJ3505Asuc2/YEpMEL1 a partir de biorreactores de 1 L de volumen
de medio de cultivo. Seguimiento en el tiempo de biomasa celular (ciculos), actividad a-galactosidasa extracelular
(a-Gal, rombos) y pH (linea discontinua) empleando el medio basado en melaza de remolacha optimizado, YR sin
ajustar el pH (A), YR ajustado a pH 6 (B) y el medio convencional YPHSM con un 5 g/L de glucosa. YPHSM fue
modificado con un 5 g/L de glucosa para comparar con el medio basado en melaza de remolacha (YR). N = 3+DE.

Tabla 7. Analisis de HPLC de la composicion del medio de produccidn YR y la concentracion de sustratos y
obtencién de productos durante el cultivo de biorreactores con la cepa S. cerevisiae BJ3505Asuc2/YEpMEL1.

Analitos Medio Biorreactor sin control de pH Biorreactor con control de pH

(g/L) YP 24h  48h 72 h 96h 120h 24h  48h 72h 96h 120h
Rafinosa 4.55 4.35 4.29 4.35 4.42 4.29 3.40 3.35 340 3.45 335
Sacarosa 92.65 91.12 106.28 106.56 113.69 100.55 93.75 87.90 87.30 84.90 61.30
Glucosa 1.30 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
Galactosa 0.50 0.82 0.91 0.86 0.89 0.82 1.30 130 135 130 1.25
Fructosa 3.55 0.64 0.82 0.56 0.65 2.06 0.95 0.55 0.40 0.60 0.85
Glicerol 0.45 098 1.62 0.80 0.27 1.00 130 1.05 040 0.70 2.65
Etanol 0.00 5.34 7.98 0.00 0.00 5.19 6.60 13.20 0.00 4.30 10.50
Sorbitol - 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

Se utiliz6 como patron externo concentraciones comprendidas entre 4 — 0.06 mg/mL de una mezcla de rafinosa,
sacarosa, galactosa, glucosa, fructosa, glicerol y etanol. Tanto a las muestras como al patrén externo se le afiadié
1 mg/mL sorbitol empleado como patrén interno, (Xu et al., 2014). N = 3+DE.

Por el contrario, durante el periodo de 48 a 96 h la cepa respira observandose un
incremento abrupto en la expresion de ScAGal gracias a la utilizacién eficiente de
etanol seguido de glicerol como fuentes de carbono, para en las siguientes 24 h iniciar
nuevamente la produccién de etanol y glicerol y producir alrededor de 20 U/mL de
ScAGal al final de la fase de cultivo. Cuando el cultivo se mantiene a pH 6, ambos
metabolismos coexisten hasta las 48 h, la cepa consume el etanol generado para
producir 20 U/mL a las 72 h para finalmente recuperar los dos metabolismos y
alcanzar una produccién maxima de ScAGal de 30 U/mL y 10.5 g/L de etanol al final
del cultivo. Cabe resaltar que en ambos biorreactores la produccién de ScAGal podria
incrementarse a expensas del consumo de etanol si se alargase la fase de cultivo.
Estos resultados son superiores a los obtenidos en un biorreactor empleando el medio
rico YPHSM conteniendo un 5 g/L de glucosa, valor comparable a la fuente de carbono
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asimilable en el medio YR, donde la cepa alcanza 25 U/mL (Figura 14C) y no produce
etanol (datos no mostrados). Por lo tanto, el uso de biorreactores permitié el control
preciso de parametros y el desarrollo del cultivo a pH 6 que incrementd en un 21 % el
rendimiento de la produccion de ScAGal en comparacion con los mejores resultados
alcanzados en matraz agitado (Figura 14, Seccion 3.2). No obstante, hay que
considerar que se desconoce a qué se debe el aumento del analito identificado como
sacarosa cuando no sometemos el biorreactor a control de pH, y por el contrario el
descenso de éste cuando lo mantenemos constante a pH 6. Es posible que el pH
afecte a la sintesis e hidrdlisis, respectivamente, de otro metabolito que coincida con
el mismo tiempo de retenciéon de la sacarosa. Ademas, los cromatogramas del
biorreactor sin establecer un control de pH muestran la presencia de otros analitos,
los cuales no ha sido posible su identificacién (Figura 16). Se sabe que altas
concentraciones de sacarosa ejercen estrés hiperosmotico sobre S. cerevisiae la cual
para evitar lesiones letales necesita adquirir osmotolerancia y osmoadaptacion
mediante la sintesis de macromoléculas osmoprotectoras. Entre ellas se encuentran la
trehalosa que confiere estabilidad a la membrana plasmatica y asegura el
plegamiento adecuado de proteinas, y el glicerol que permite equilibrar las
osmolaridades externa e interna para evitar la pérdida de agua celular; ademds ambos
pueden ser asimilados como fuente de carbono durante la inanicion (Gibson et al.,
2007). La trehalosa es un disacarido, por lo que en el analisis de HPLC tendria el
mismo tiempo de retencién que la sacarosa y podria ser la molécula que se estuviera
acumulando en el biorreactor sin control de pH, mientras que el valor tan alto de pH
alcanzado podria estar afectando a su asimilacidn. Esto explicaria en parte el descenso
del pico en el tiempo de retencién de la sacarosa observado en el analisis del
biorreactor a pH 6 pero no el consumo de hasta un 34 % de dicho analito.
Posiblemente se induzca la expresion de otros genes que codifiquen para otras
hidrolasas (maltasas e isomaltasas) que participen en el metabolismo de la sacarosa
(Marques et al.,, 2015), sin embargo serian necesarios analisis de expresion
transcripcional que confirmasen estos resultados. Por otro lado, a pesar de que en el
cultivo final del biorreactor sin control de pH se alcanza un valor de pH de hasta 9, el
estudio de la estabilidad plasmidica resultd ser de alrededor del 98 % en ambos
biorreactores independientemente del valor de pH y después de un periodo de mas
de 120 h de cultivo. Ademas, sorprendentemente, cuando las células procedentes de
cultivos finales de ambos biorreactores a pH 9 y a pH 6 se sembraron en el medio
minimo CM-Trp, se visualizaron diferencias macroscopicas en la morfologia de las
colonias; las primeras adquirieron un color rosa mientras que las segundas
mantuvieron el fenotipo normal (Figura 17A y 17B). Asimismo, esta morfologia fue
conservada durante siembras sucesivas a lo largo del tiempo observandose que las
colonias rosas crecian de forma peculiar y, considerablemente, mas rapido respecto a
las de fenotipo normal (Figuras 17C-F). Asi, la resiembra en CM-Trp de las cepas
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confirmé el aumento del crecimiento en el siguiente orden: BJ3505ASuc2/YEpMEL1 en
YR pH 9 > BJ3505ASuc2/YEpMEL1 en YR pH 6 > BJ3505ASuc2/YEpMEL1 en YPHSM =
BJ3505/YEpMEL1 en YPHSM (Figura 18E y 18F). Por lo tanto, es evidente que el pH
influye en el color de la cepa y se ha reportado que la sintesis de carotenoides por la
levadura Xanthophyllomyces dendrorhous parece estar regulada por el pH y la
produccién de pigmentos por cianobacterias alcanza valores de pH de 9 y 10
(Querijero-Palacpac et al., 1990; Schmidt et al., 2011). Ademas, dado que S. cerevisiae
puede producir precursores de la biosintesis de carotenoides, se han obtenido cepas
productoras de carotenoides mediante ingenieria metabdlica introduciendo genes
carotenogénicos de X. dendrorhous (Verwaal et al., 2007). También se sabe que,
muchos carotenoides como la astaxantina y sus intermedios confieren tolerancia al
estrés oxidativo en levaduras que estan expuestas a condiciones adversas durante los
procesos de fermentacion (Ukibe et al., 2009). Por todo ello, es de interés llevar a
cabo analisis de identificacion y cuantificacion de pigmentos mediante HPLC de fase
reversa y analisis de tolerancia al estrés oxidativo para aclarar estos resultados que no
han sido posible abarcar durante este trabajo.
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Figura 16. Caracterizacién mediante HPLC de la conversidn de sustratros a productos durante el cultivo de la cepa

BJ3505Asuc2/YEpMEL1 en un biorreactor con el medio YR optimizado sin establecer un control de pH. Cada

muestra fue diluida 50 veces antes de afiadir 1 mg/mL sorbitol (patrén interno). = Metabolitos desconocidos.
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Figura 17. Crecimiento en placa sobre medio selectivo CM-Trp de BJ3505ASuc2/YEpMEL1 procedente de los
cultivos en biorreactor. Visualizacién macroscépica de colonias procedentes del biorreactorapH 9 (Ay C)y a
pH 6 (B y D), y resiembra en estria mensual durante 10 meses (E). Las imagenes C, D y F corresponden a placas
conservadas a 4 °C durante 5 meses. BJ3505/YEpMEL1 en YPHSM (1); BJ3505ASuc2/YEpMEL1 en YPHSM (2);
BJ3505ASuc2/YEPMEL1 en YR pH 6 (3); BJ3505ASuc2/YEPMEL1 en YR pH 9 (4).
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3.3. Disefio de un bioproceso para la produccién acoplada de ScAGal y etanol a partir

de melazas de remolacha.

En la figura 18 se propone un posible proceso productivo industrial de la proteina
recombinante ScAGal acoplada a la obtencidén de etanol mediante la reutilizacion de
melazas de remolacha segun las condiciones optimizadas durante este trabajo. El
bioproceso se desarrollaria en dos etapas consecutivas mediante el cual obtenemos
ScAGal a partir del cultivo en melazas de la cepa BJ3505ASuc2/YEpMEL1 (Etapa 1),
seguido de la obtencidon de etanol a través de la fermentacién de la sacarosa
recuperada del medio extracelular empleando una cepa de S. cerevisiae silvestre
(Etapa 2). Hay que considerar que la produccién de etanol es susceptible de ser
mejorada ya que la estimacion fue obtenida de las condiciones descritas en la seccién
2.4., no siendo las mas adecuadas para favorecer un metabolismo fermentativo. Aun
asi, el etanol generado en el medio extracelular durante la etapa 2 podria ser una
buena fuente de carbono para la etapa 1 de un nuevo bioproceso. Ademas, el proceso
podria realizarse en modo continuo utilizando reciclado de la biomasa generada. En
ambas etapas, después del final de la fermentacion, las células de levadura son
recogidas por centrifugacion y una parte seria reutilizada en un siguiente ciclo
mientras que el resto de biomasa alimentaria cada reactor como suplemento de
extracto de levadura tras el tratamiento de autolisis.

i~ i
1
ScAGAL
Melaza E)I(g/?a%tl?rge 30 U/mL Extracto de
11% 1% .. (Permeado) Ieviq’/ura
— : H Autolisis ° utolisis
Inéculo * Indculo
(BJ3505Asuc2 (BJ3505)
/YEpPMEL1) Biomasa Biomasa
8.50D
Medio Sacarosa
extracelular (Filtrado)
b b L—& ETANOL
BIORREACTOR 1 Filtracion BIORREACTOR 2 10_§/L
(30 2C, 2 L/min Flujo aire, tangencia (Condiciones de cultivo no ¢s
300 rpm, pH 6, 120 h) H ensayadas)
1
|

ETAPA 1 (Produccion de SCAGAL) ETAPA 2 (Produccién de Etanol)

Figura 18. Simulacién de un bioproceso en dos etapas para la obtencion de ScAGal y etanol a partir de un medio de
produccién basado en melazas de remolacha. El cultivo final del biorreactor 1 llevado a cabo por la cepa deficiente en
invertasa BJ3505ASuc2/YEpMEL1 es centrifugado, y el medio extracelular filtrado tangencialmente para obtener un
permeado con la proteina recombinante, SCAGAL (Etapa 1). La sacarosa recuperada en el filtrado es aprovechada en el
biorreactor 2 para producir etanol mediante una cepa de S. cerevisiae con actividad invertasa (Etapa 2). La biomasa
recuperada de ambos biorreactores puede ser utilizada como suplemento de extracto de levadura tras ser sometida a
un tratamiento de autolisis (ver Seccién 2.4.).
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Resumen

El gen MEL1 que codifica para la enzima a-galactosidasa de Saccharomyces
cerevisiae (ScAGal) fusionado a una secuencia Poli-His en su extremo carboxilo
terminal (MEL1His) se integrd con éxito dentro del locus LAC4 de la cepa industrial de
Kluyveromyces lactis GG799. La cepa asi construida, KGM21, fue capaz de expresar
bajo el control del promotor LAC4 tanto la proteina recombinante como la proteina
nativa 3-galactosidasa. El analisis de la expresidon relativa del gen mediante PCR
cuantitativa y el método 2*“" indicé que el nimero de copias del gen integrado era 4,
correlacionandose positivamente con los ensayos de actividad a-galactosidasa vy
Southern blot. La metodologia de superficie de respuesta permitié la optimizacién
estadistica de un medio de produccion de ScAGal basado en los subproductos
industriales, suero de leche y melaza de remolacha azucarera, que alcanzo seis veces
mas actividad que con un medio primario con lactosa después de 120 h de cultivo. Un
biorreactor con el medio optimizado permiti6 obtener hasta 19 U/mL vy la
productividad (0.158 U/h) fue mayor que en cultivos en matraz agitado (0.051 U/mL).
El presente estudio proporciona informacion sobre la produccion de ScAGal por K.
lactis a partir de residuos agroindustriales, permitiendo la valorizacion y disminucién
del poder contaminante de los mismos.

1. Introduccion

El lactosuero o suero de leche, el efluente en la fabricacién de queso, representa el
85-90 % en volumen de leche y retiene mas del 55% de sus nutrientes, principalmente
lactosa seguido de proteinas. La proteina es recuperada durante la fabricacién de
concentrados de suero de leche (WPC), donde se forma un permeado con un 4-5% de
lactosa como subproducto con diferentes usos alimentarios (Gonzalez Siso, 1996). Sin
embargo, a pesar de las numerosas aplicaciones tecnoldgicas, esto no resuelve el
problema medioambiental de la elevada carga organica generada por la presencia de
lactosa y su tratamiento bioldgico es un paso exigente para la industria lactea. Una
alternativa es la utilizacion de levaduras del género Kluyveromyces sp. que pueden
convertir la lactosa en metabolitos secundarios para la obtencion de productos con
valor industrial afiadido. En los uUltimos afos, se han descrito Investigaciones dirigidas
a la obtencién de etanol, donde el suero de leche es suplementado con otros
subproductos, tales como bagazo de cafa y melazas, alcanzando una produccién
rentable desde el punto de vista econdmico (Akbas et al., 2014; Ferreira et al., 2015).
Como se ha comentado en el capitulo anterior, la melaza es un subproducto de la
industria azucarera que, constituido principalmente por sacarosa, supone también un
residuo importante de dificil reciclaje y su aprovechamiento ha sido aplicado en la
presente Tesis Doctoral para la produccién heterdloga de la a-galactosidasa de
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Saccharomyces cerevisiae (ScAGal). Es por ello que, el uso una mezcla de permeado de
suero de leche y melaza de remolacha azucarera como medio de produccidon de
proteinas recombinantes puede resultar una eleccién atractiva como substratos
sostenibles alternativos que se propone en este trabajo.

Kluyveromyces lactis ha sido utilizada en la produccién de proteinas heterélogas
tanto a escala laboratorio como industrial durante décadas (Van Ooyen et al., 2006).
Su éxito en biotecnologia se debe a la facil manipulaciéon genética, integracidon
gendmica estable, maquinaria de glicosilacion para el plegamiento correcto y
secrecion de proteinas eucariotas y alta densidad celular con altos rendimientos de
producto (Spohner et al., 2016). Ademas, K. lactis es catalogada por la US FDA como
organismo GRAS, que la define como hospedador ideal para utilizar como sistema de
expresion de proteinas dirigidas a aplicaciones alimentarias, como es el caso de la
enzima funcional ScAGal, objeto de este estudio. Por otro lado, K. lactis expresa las
proteinas nativas B-galactosidasa e invertasa, que permiten la hidrdlisis de la lactosa y
sacarosa, respectivamente. Sin embargo, se ha descrito que las células de levadura
pueden exhibir cierta represién catabdlica en la mezcla de lactosa y sacarosa, tras la
hidrélisis de ésta ultima en glucosa y fructosa (Verstrepen et al., 2004). También, ha
sido reportado que, en condiciones totalmente aerdbicas, K. lactis presenta un
metabolismo preferentemente respiratorio (Crabtree negativo) y apenas muestra
represion catabdlica por glucosa, generando un mayor rendimiento en biomasa y
proteina, a diferencia de S. cerevisiae que es fermentativo (Crabtree positivo) con
importante represion catabdlica de la respiracion (Gonzalez-Siso et al., 1996). El tipo
de metabolismo energético esta determinado por el destino del piruvato, un
intermediario glicolitico, el cual puede ser oxidado por la via de los &acidos
tricarboxilicos (respiracion) o reducido a etanol (fermentacidon). Ambos destinos
pueden coexistir simultdneamente dando lugar a un metabolismo respiro-
fermentativo que estara presente en ambas levaduras dependiendo de las condiciones
de cultivo (Gonzalez-Siso et al., 2000). La cepa de K. lactis GG799 desarrollada por
New England Biolabs en colaboracién con DSM Food Specialties (Delft, Paises Bajos)
logrd la sintesis y secrecion eficiente de proteinas bajo el promotor LAC4 inducible por
la presencia de galactosa/lactosa en el medio de cultivo (Colussi and Taron, 2005).
Ademas, el promotor no es totalmente reprimido en ausencia del inductor y presenta
poca represién en medios de crecimiento estandar con glucosa como fuente de
carbono (Van Ooyen et al., 2006). Por lo tanto, uno de los objetivos de este trabajo es
evaluar si, finalmente, la cepa de K. lactis es capaz de convertir tanto la lactosa como
la sacarosa en proteina recombinante durante el aprovechamiento del lactosuero y
melazas como sustratos del medio de produccién.

En la produccién de enzimas a partir de residuos agroindustriales, la optimizacion y
el escalado es fundamental para reducir costos y obtener un producto final rentable,
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como hemos visto en el capitulo anterior. De nuevo el estudio estadistico mediante la
metodologia de superficie de respuesta (MSR) permite la eleccién de la condicion mas
favorable del proceso productivo para después aplicar a un biorreactor de escala
laboratorio. En el presente trabajo se propone la construccién de una cepa de K. lactis
recombinante productora de la proteina heterdloga ScAGal, con el fin de valorar el
potencial de produccion de esta proteina a partir de subproductos del procesamiento
de alimentos, en este caso, suero de leche y melaza de remolacha azucarera.

2. Metodologia

2.1. Cepas, materiales y condiciones de mantenimiento

GG799 {Mata [pGKI1+]} (New England, Biolabs) y NRRL-Y1140 {Mata} (Jong vy
Edwars, 1990) fueron las cepas silvestres de K. lactis elegidas para llevar a cabo la
integracion y expresion del gen que codifica para la proteina de fusién de interés.
Escherichia coli XL1-Blue [recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F'proAB
laclgZDM15 Tn10 (Tetr)]] (Stratagene Cloning Systems) fue el hospedador utilizado en
las manipulaciones de ADN estandar mediante técnicas habituales de biologia
molecular (Sambrook and Russell, 2001). El pldsmido YEpMELIHis [amp" ori 2u
MEL1His TRP1] descrito previamente (Fernandez-Leiro, 2011) fue el molde empleado
en la amplificacion de los genes de interés. Se utilizaron la Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase (en la amplificacién de genes), DreamTaq polimerase (en el andlisis de
PCR de colonias recombinantes) y los kits de purificacion, GenJEt Gel Extraction Kit y
GeneJET Plasmid Miniprep Kit, siguiendo los protocolos especificados por el fabricante
(Fisher Scientific). Los subproductos industriales, suero de leche permeado y
concentrado, y melaza de remolacha azucarera fueron suministrados por QUEIZUAR,
SL (Bama, A Corufia) y AB Azucarera lberia (antigua Azucarera Ebro), respectivamente.
LB (1% bactotriptona, 0.5 % extracto levadura, 0.5 % NaCl) y YPD (1% extracto
levadura, 2 % bactopeptona, 2 % glucosa), fueron los medios de cultivo para el
crecimiento y mantenimiento de bacterias y levaduras, respectivamente. El medio LB
fue suplementado con 100 mg/L ampicilina (Sigma Aldrich) para la propagacién de
pldsmidos en bacterias. Cuando fue necesario el cultivo sélido en placa, los medios se
suplementaron con un 2 % de agar. Todos los componentes de los medios descritos
en este trabajo fueron esterilizados por autoclavado a 121 2C durante 20 min, excepto
la ampicilina que fue filtrada con filtros de 0.22 micras de tamafio de poro (Sartorius
AG).

2.2. Construccion de cepas de K. lactis recombinantes

Dos variantes del gen MELIHis (MEL1, GeneBank X03102) que codifica para la
ScAGal (Uniprot P04824), fusionada a una secuencia Poli-His en su extremo carboxilo
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terminal, se clonaron en el vector de expresioén integrativa de K. lactis, pKLAC-1 (New
England Biolabs). La ORF completa del gen y el gen sin la regidn que codifica para la
secuencia sefal N-terminal nativa (18 aminodacidos de longitud) se amplificaron con
los pares de cebadores MAC1-MAC2 y MAC20-MAC2, respectivamente. MAC1 se
disefid para codificar el sitio de escision de la endoproteasa Kex y asegurar el
procesamiento correcto de la proteina de fusion unida al péptido senal codificado por
la secuencia a-MF de K. lactis. MAC20 contiene el sitio Hindlll directamente en pauta
con el marco de lectura abierto para expresar la proteina de fusion completa
(excluyendo el dominio a-MF). Los productos de PCR fueron purificados y clonados
entre los sitios Xhol-Bglll y Hindlll-Bglll de pKLAC-1, para generar pKLACMEL1His-1 y
pKLACMEL1His-2, respectivamente. Las construcciones plasmidicas fueron purificadas
de cultivos de E. coli y los insertos verificados por secuenciacién (Servizos de Apoio a
Investigacion, Universidade da Corufia). Ambos plasmidos se linealizaron con Sacll,
para liberar el casete de expresion que, tras ser purificado, fue integrado por
recombinacion homodloga en células de K. lactis GG799 e Y1140 competentes
transformadas mediante el método de acetato de litio (Ito et al., 1983). Los
transformantes fueron seleccionados en el medio YCB (Tampdn fosfato 30 mM, pH 7,
1.17 % de base de carbono de levadura) suplementado con 5 mM de acetamida
(Sigma Aldrich) incubado a 30 eC durante 4 dias. Después del replagueo en las mismas
condiciones, se realizd el analisis de PCR de colonias recombinantes (Looke et al.,
2011) con cebadores que anillan dentro y fuera del casete de expresion, para
confirmar la integracion correcta de copia simple y multiple del gen de interés. La
tabla 1 muestra los oligonucleétidos empleados como cebadores en las reacciones de
amplificacién y secuenciacion.

Tabla 1. Oligonucledtidos empleados en la construccion de las cepas de K. lactis recombinantes.

Cebador  Secuencia (5~ 3°) Direccion Estrategia

MAC1 CCGCTCGAGAAAAGAGTGTCTCCGGTTACAATGGCCTTGG Directo Sitio de corte Xhol

MAC2 GGAAGATCTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGAGAAGAGG Inverso Sitio de corte Bglll

MAC20 CCCAAGCTTATGTTTGCTTTCTACTTTCTCAC Directo Sitio de corte Hindlll
MAC25 TTCAAGTAGTCAACGCGGTTA Inverso Integracidn, secuenciacion
MAC26 GTGGTTGCTTTATTGAATGGAG Directo Secuenciacion

P1 ACACACGTAAACGCGCTCGGT Directo Integracion simple

P2 CAGTGATTACATGCATATTGT Directo Integracién multiple

Los sitios de restriccion estan subrayados, la etiqueta de purificacion Poli-His se indica en negrita y el sitio de
escision de la endoproteasa Kex en cursiva. MAC25 anilla en el gen de interés y se empled para la comprobacion
de ambas integraciones (copia Unica y multiple). P1 y P2 se utilizaron en la comprobacién de la integracion de
copia Unica (Read et al., 2007) y copia multiple (K. lactis Protein Expression Kit, Biolabs), respectivamente. El
disefio de cebadores se realizé6 mediante el programa NetPrimer Analyse (Premier Biosoft).

2.3. Medios y condiciones de cultivo

Los medios de cultivo para inducir la expresion de la proteina heterdloga ScAGal
en las cepas K. lactis recombinantes fueron YPG (1% de extracto de levadura, 2% de
peptona, 2% de galactosa), YPL (1% de extracto de levadura, 2% de peptona, 2% de
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lactosa) y YPW (1% de extracto de levadura, 2% de peptona, 2% de suero de leche). En
este estudio, también se utilizd un medio de cultivo basado en suero de leche vy
melaza de remolacha para la optimizacion de la produccion de la proteina
recombinante que se describe mas adelante. La melaza fue diluida en agua destilada
en una ratio 1:1 (v/v) para facilitar su manipulacion, y antes del autoclavado, tanto
ésta como el suero de leche se centrifugaron a 10000 rpm durante 15 min para
eliminar impurezas sélidas. Los azUcares presentes en melazas y suero fueron
identificados y cuantificados por cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC). Los
patrones externos utilizados consistieron en mezclas conocidas de rafinosa, sacarosa,
glucosa, galactosa y fructosa en el caso de la melaza; y lactosa, glucosa y galactosa en
el caso del suero de leche. Ambos patrones se prepararon a partir de cinco puntos con
concentraciones comprendidas entre 4 — 0,06 mg/mL de cada analito. La preparacion
del indculo de todos los cultivos realizados fue a partir de una colonia de K. lactis
crecida en YPD a 30 2C hasta alcanzar aproximadamente una densidad éptica a 600
nm (ODgpe) de 10. Este precultivo se utilizd para inocular matraces de 100 ml que
contenian 20 mL de YPG, YPL o YPW a una ODgq inicial de 0.5, que se incubaron a 30
°Cy 250 rpm. Cuando los cultivos se realizaron con el medio optimizado se utilizd un
tamafo de indculo inicial de 10 ODgge manteniendo el resto de condiciones anteriores.

2.4. Expresion heterdloga de ScAGal en cepas de K. lactis recombinantes

En primer lugar, se realizaron cultivos en placa de 96 pocillos (TC Plate 96 Well,
Sarstedt) incubados a 30 2C y 300 rpm de agitacion en 200 pl de YPD a partir de cada
colonia seleccionada y aislada en YCB con acetamida. Después de 24 h de crecimiento,
20 pL de cada pocillo fue utilizado como inéculo de una segunda placa con 200 plL de
YPG para inducir la expresién bajo las mismas condiciones de incubacion. Tras un
periodo de 72 h de cultivo, las placas se conservaron a 4 2C para favorecer la
sedimentacion celular y se analizé la actividad a-galactosidasa extracelular a partir del
sobrenadante libre de células. En cada caso, las placas contenian tres cultivos de una
cepa recombinante identificada con integracion simple como se describe
anteriormente (Seccion 2.2). A continuacion, un candidato con integracion simple y
aquellos multicopia que presentaron mayor actividad, fueron elegidos para llevar a
cabo el cultivo en matraz agitado con YPG. En cada caso, se recogieron muestras a
diferentes tiempos de cultivo para realizar ensayos de biomasa y/o actividades
enzimaticas. La biomasa se determind midiendo la densidad celular como ODggg con
un espectrofotémetro UV-Visible (Biospectrometer Kinetic eppendorf). Tras la
centrifugacion (5000 rpm, 5min) de muestras de cultivo, el sobrenadante fue utilizado
en los ensayos de las enzimas secretadas, a-galactosidasa heterdloga e invertasa
nativa, y el sedimento celular, previamente permeabilizado con cloroformo 15 % y
SDS 0.01 %, en el ensayo de la enzima B-galactosidasa nativa.
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2.5. Determinacién del niumero de copias del casete integrativo

En la tabla 2 se detallan los cebadores empleados para generar las sondas
utilizadas en los analisis de PCR cuantitativa (QPCR) y Southern blot del ADN gendmico
extraido de cepas de K. lactis recombinantes.

Tabla 2. Oligonucleétidos empleados en los analisis de qPCR y Southern blot.

Cebador Secuencia (5> 3’) Direccion Estrategia

MAC27 TCAAGCCTCTGTCATCGCAAT Directo Sonda MEL1 (gPCR)
MAC28 TCTCTTCCAAGGTCGTGTTCATT Inverso Sonda MEL1 (gPCR)
AVV83q AAATGGAAGACAACCCGCC Directo Sonda TAP10 (qPCR)
AVV84q TTACGAATTTCTGTGTAGCAAGAGC Inverso Sonda TAP10 (qPCR)
MAC29 ACACCTGTGCTGGATATCCTG Directo Sonda MEL1 (Southern)
MAC30 GATCATTCCAACCACCAACAC Inverso Sonda MEL1 (Southern)

El disefio de cebadores se realiz6 mediante el programa Universal Probelibrary Assay Design Center (Roche
Diagnostics Corp., Indianapolis, Indiana, USA)

Aislamiento de ADN gendmico. El procedimiento se realizé mediante el protocolo
de extraccion rapida de ADN cromosémico de levaduras (Ausubel et al., 2003). La
calidad y cantidad del ADN se verificoé mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.7
% y espectrofotométricamente (Biospectrometer Kinetic eppendorf) lo que permitid
elegir muestras con una ratio 260 nm/280 nm superior a 1.8.

PCR cuantitativa. La amplificacion y analisis de datos se realizd utilizando el
instrumento Eco Real-Time PCR System con el software versién 4.0.7.0 (Illumina, Inc.,
San Diego, California, USA). El software aplicd el método de los puntos de ajuste para
determinar el valor Ct (Threshold Cycle) de cada una de las muestras. Los cebadores
fueron disefiados con temperaturas de fusion (Tm) de 60.59 — 60.49 2C para generar
amplicones de 203 pares de bases. La mezcla de reaccidn se preparé con KAPA SYBR
FAST Kit (Kapa Biosystems) que utiliza SYBR Green como fluoréforo, el cual,
independientemente de la secuencia, se une al ADN bicatenario. Se amplificaron
diluciones seriadas del ADN molde, normalizado espectrofotométricamente a 10
ng/uL, usando cebadores especificos de cada gen a partir de tres extracciones de ADN
gendmico por cada cepa seleccionada. La reaccidn se realizd en placas dpticas de 48
pocillos Ecoplate (Bibby Scientific LTd) selladas con cubiertas de adhesivo éptico Box
Seals Adhesive (lllumina). El perfil térmico se inicid6 con un paso de 5 min a 95 °C
seguido de 40 ciclos de 3 s a 95 °Cy 3 s a 60 °Cy los datos de fluorescencia se
recogieron al final del paso de elongacidn. El periodo de amplificacion fue seguido por
un analisis de la curva de fusién con un gradiente de temperatura de 0.1 °C/s de 55 °C
a 95 °C para excluir la amplificacion de productos inespecificos. La cuantificacién

relativa del nimero de copias se realizé de acuerdo con el método 224

, segun la
siguiente ecuacion (Livak and Schmittgen, 2001): cantidad relativa del gen de interés =
(1 + E)™®*“* donde, AACt = ACt del gen de interés — ACt del gen calibrador; ACt = Ct del

gen de interés o calibrador — Ct del gen de referencia; E = eficiencia de la PCR. Los
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resultados se presentan como la relacién de la cantidad de MEL1His utilizando como
calibrador una cepa identificada con una copia simple como se describe
anteriormente (Seccion 2.2.), y el gen de referencia enddgeno TAFI10 por ser
constitutivo y no estar afectado por MEL1His. La eficiencia de la PCR se calculé a partir
de la pendiente de las curvas estandar generadas por regresion lineal de los valores
medios de Ct frente al logiyy de la concentracion del ADN molde de la cepa de
calibrado (Lee et al.,, 2006). Se aplicé el test t para evaluar las diferencias
estadisticamente significativas entre los valores promedio (p-valor < 0.05) mediante el
programa StatGraphics Plus, version 5.1.

Southern blot. En los ensayos de Southern blot se utilizd el kit DIG DNA Labelling
and detection Kit (Roche). La sonda se preparé utilizando los pares de cebadores
MAC27 y MAC28 para obtener un amplicon de 423 pb que, tras ser purificado, fue
marcado con digoxigenina. EIl ADN gendmico (3 ng/uL) fue incubado con Spel y Apal a
37 °C durante toda la noche. Después, tanto las muestras digeridas como el
GeneRuler High Range DNA LAdder (Thermo Scientific) se cargaron, en tampon
suministrado por el fabricante del marcador conteniendo GelGreen Nucleic Acid Gel
Stain (Biotium), directamente en un gel de agarosa al 0.4 %. Tras la electroforesis, el
gel fue fotografiado en un transiluminador con filtro de luz UV de 280 nm. Los
fragmentos separados se transfirieron a una membrana de nylon cargada
positivamente Hybond-N* (GE Healthcare) utilizando un protocolo estandar de analisis
Southern (Maniatis et al., 1989) y la hibridacién se realizdé a 52 °C durante 12 h con la
sonda marcada previamente desnaturalizada (802C/3min). Después de la hibridacion,
la transferencia se lavd durante 10 min a 52 2C con 2X SSC (0.6 M NacCl, citrato sddico
60 mM, pH 7) conteniendo 0.1% SDS seguido de un segundo lavado de 10 min a
temperatura ambiente. A continuacion, la transferencia se sometido a deteccion
inmunoldgica seguida de la reaccién colorimétrica descrita por el fabricante del kit.
Finalmente, la membrana fue fotografiada sin aplicar filtro y los fragmentos
visualizados analizados con el programa Molecular Imager Gel Doc XR+ (BioRad)
utilizando el marcador de referencia de tamario del gel fotografiado anteriormente.

2.6. Optimizacion de la produccion de ScAGal por K. lactis recombinante

Como paso previo a la optimizacion, la cepa K. lactis recombinante elegida se
cultivd en los medios YPL y YPW. Se aplicé la metodologia de superficie de respuesta
(MSR) para maximizar la produccién de ScAGal utilizando un medio compuesto
principalmente por suero de leche y melaza de remolacha. Un disefio factorial 3?2
permitio estudiar la influencia individual y combinada de los factores experimentales
(variables independientes), suero de leche y melaza de remolacha, sobre la respuesta
(variable dependiente) medida mediante el analisis de la actividad a-galactosidasa
extracelular de los cultivos ensayados. Cada factor fue anadido a la concentracidn
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descrita por el disefio experimental como porcentaje de azucar total y todos los
cultivos fueron suplementados con 1 % de extracto de levadura para aportar la fuente
de nitréogeno necesaria. Los valores reales y codificados para las variables investigadas
a tres niveles diferentes, -1, 0, +1, donde 0 corresponde al punto central del dominio
experimental, se muestran en la Tabla 3. Un modelo cuadratico de segundo orden fue
utilizado para correlacionar la variable respuesta con las variables independientes, y
los valores dptimos del disefio experimental se obtuvieron resolviendo la ecuacién de
regresidon y analizando el grafico de contorno de superficie de respuesta. Se realizd un
analisis de varianza (ANOVA) con intervalos de confianza del 95% para determinar la
significancia estadistica de los efectos. El tratamiento de datos estadisticos y la
construccion de graficos se llevd a cabo con el programa StatGraphics Plus v. 5.1.

. .~ . 2 . ogs
Tabla 3. Factores estudiados en el disefio factorial 3° y su correspondencia entre los valores reales y codificados.

Factores experimentales Valores codificados

Valores reales -1 0 1
Melaza (%) 6 7.5 9
Suero de leche (%) 2 3 4

xi = (X; — Xo)/AX;; donde x; es el valor codificado de la variable independiente, X; es el valor real de la variable
independiente, X, es el valor real de la variable independiente en el punto central del dominio experimental y AXi
el incremento de Xi correspondiente a una unidad del valor adimensional x;.

2.7. Biorreactor a escala laboratorio

La cepa de K. lactis recombinante se cultivd en un biorreactor Biostat-MD 2 L
(Braun-Biotech) con un volumen de trabajo de 1 L del medio de produccion
optimizado obtenido del resultado descrito anteriormente (Seccién 2.6.). Tras la
esterilizacion del biorreactor a 1219C durante 30 min, éste fue inoculado con una
ODggo de 10 y suplementado asépticamente con 300 mg/L de ampicilina manteniendo
condiciones controladas de 30 2C, 2 L/min de flujo de aire y 300 rpm de agitacidn
mecanica, durante 120 h de cultivo. La biomasa celular fue determinada por el
método de peso seco a partir de muestras de 5 mL de cultivo tras ser centrifugadas a
5000 rpm durante 5 min, lavadas con agua destilada, recentrifugadas y secadas en un
horno a 105 °C hasta alcanzar un peso constante. Con el sobrenadante recuperado se
midié la actividad a-galactosidasa extracelular y la conversion de sustratos en
metabolitos secundarios. El consumo de azlUcar y produccién de metabolitos
secundarios se analizd mediante HPLC utilizando un patrén externo compuesto por
concentraciones de rafinosa, sacarosa, glucosa, galactosa, fructosa, glicerol y etanol
comprendidas entre 4 — 0,06 mg/mL.

2.8. Ensayos de actividad enzimatica

La determinacién de la actividad a-galactosidasa y B-galactosidasa se realizé a 40
2C incubando las muestras con PNPG 10 mM en tampdn Mcllvaine pH 4 (Ryan et al.,
1998) y ONPG 13 mM en tampdn Z (Guarente, 1983), respectivamente, ambos
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sustratos suministrados por Sigma Aldrich. A dos intervalos de tiempo consecutivos, la
reaccion se pard con Na,COsz 0.5 M y se cuantificd el p-nitrofenol o el o-nitrofenol
liberado a 400 nm (¢ = 18.2 L.mmolt.cm™) o 420 nm (¢ = 4.5 L.mmolt.cm™),
respectivamente. La determinacién de la actividad invertasa se llevd a cabo incubando
las muestras con sacarosa 100 mM en tampon acetato 50 mM pH 5 durante 10 min a
40 °C, la reaccién se detuvo por ebullicién (95 2C/5 min) y se determiné el azucar
reductor generado mediante el método del DNS (Miller, 1959). La unidad enzimatica
fue definida como la cantidad de enzima que libera un pmol de producto por min en
las condiciones de ensayo. En todos los casos se tomaron muestras por triplicado y las
lecturas espectrofotométricas se realizaron en placas de microvaloracion de fondo
plano con Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Reader (BioTEk).

2.9. Andlisis de HPLC

Los analisis de HPLC se realizaron con la columna Sugar Pack Waters (6.5 mm x
300 mm) equipada con un Refractive Index Detector (Cienytech). Todas las muestras
fueron previamente clarificadas mediante extraccidén en fase sélida con los cartuchos
HyperSep Silica SPE Column (Fisher Scientific) para eliminar interferencias por
pigmentos y otras impurezas de las melazas y el suero de leche. Las condiciones de
trabajo fueron, temperatura de la columna 80 oC, temperatura del detector 37 2Cy
sensibilidad 32 empleando como fase mévil EDTA-Calcio 100 uM (Sigma Aldrich) a un
flujo de 0.5 mL/min. Los compuestos eluidos fueron identificados y cuantificados
utilizando el patron externo correspondiente. A cada muestra y patrén externo se
afiadio 1 mg/mL de sorbitol utilizado como patrén interno, el cual no interfiere con los
tiempos de retencion de los compuestos de estudio y permitid eliminar errores
relativos a la inyeccidn de muestras, variaciones en la composicién de la fase mévil u
otros cambios derivados del envejecimiento de la columna (Xu et al., 2014).

3. Resultados

3.1. Construccion de cepas de K. lactis recombinantes

El casete de expresion lineal fue integrado con éxito en el genoma de las cepas de
K. lactis GG799 y Y1140 a partir de las construcciones plasmidicas, pKLACMELIHis-1y
pPKLACMEL1His-2 (Figura 1). Ambos plasmidos contienen los extremos 5" y 3" del
promotor LAC4-PIB que permitieron la integracion de MEL1His en la region promotora
del locus LAC4 de K. lactis utilizando el gen amdS como marcador de seleccién (Colussi
and Taron, 2005). El gen amdS que codifica para la enzima acetamidasa, permitio la
seleccién de recombinantes transformados en medio minimo con acetamida, tras la
hidrdlisis de ésta ultima en amoniaco utilizado como fuente de nitrégeno asimilable
durante el crecimiento (Read et al., 2007). Para asegurar la obtencién de colonias
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aisladas, fue necesario realizar varias diluciones de la mezcla de células
transformantes sin sobrepasar los 5 dias de incubacion. K. lactis de tipo silvestre
contiene el gen nativo de la acetamidasa que se expresa a nivel basal (Klimecki, 2010),
de modo que, varios dias después del plaqueo, se empezd a visualizar un crecimiento
en forma de césped bajo los transformantes verdaderos que crecen mucho mas
rapido porque pueden metabolizar mas rdpido la acetamida (Figura 2A). Este fondo de
células en forma de césped fue confirmado en controles negativos de la cepa sin
transformar (Figura 2B). Finalmente, la integracién conduce a una o varias copias en
tandem del gen de interés que se expresa bajo el promotor LAC4 y reconstituye el
locus LAC4 que dirige la expresion de la enzima B-galactosidasa nativa (Figura 3A). El
par de cebadores P1/MAC25 determind la integracion de copia Unica en el lugar
correcto dentro del genoma de la cepa, mientras que con el par de cebadores
P3/MAC25 se verificaron integrantes de copia multiple. Los analisis de PCR de colonias
transformantes permitieron identificar clones con dos o mas copias en tandem del gen
de interés que fueron elegidos para realizar ensayos posteriores (Figura 3B).

Hindlll i
o Hindlll

PLAC4—PBI 3

PLAC4-PBI 3

Sacll

pKLACMEL1His-2 P

pKLACMEL1His-1 P ook 10242 pb

10450 pb

amdS

Sacll
Placasers Sacll” Piycopnrs

Figura 1. Mapas fisicos de los plasmidos construidos para generar las cepas de K. lactis recombinantes.
pKLACMELIHis-1 y pKLACMELIHis-2 se crearon mediante el clonaje entre los sitios de restriccion Xhol-Bglll y
Hindll-Bglll del vector de expresion integrativo pKLAC-1, respectivamente. MEL1IHis-1 es clonado, sin la sefial de
secrecion enddgena, en pauta con la secuencia a-MF de K. lactis (caja punteada) que codifica para un péptido
sefial. MEL1His-2 contiene la sefial de secrecién enddgena en pauta con el sitio Hindlll para permitir el clonaje
inmediatamente aguas abajo del promotor LAC4-PBI. Ambos genes codifican la proteina de fusidén de interés que
es secretada al medio extracellular.

A) B)

Figura 2. Seleccion de colonias transformantes en placa YCB suplementada con 5 mM de acetamida. Las células
fueron transformadas segun el método de acetato de litio y seleccionadas en placas YCB-acetamida incubadas a
309C durante 4 dias. Se realizd la siembra de varias diluciones del volumen total de células transformantes para
obtener colonias aisladas (A) junto con un control negativo de transformacion sin ADN (B).
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Figura 3. Integracion dirigida del gen MELIHis en el locus cromosémico LAC4 de K. lactis. A) El casete de
expresion linealizado con Sacll, es dirigido a través de los extremos 3’y 5'del P;4c4p5 (cajas negras) dentro de la
region promotora de LAC4 permitiendo su reconstitucidn tras la integracion. El cebador P1 anilla “aguas arriba” del
Pacs de la cepa de origen y el cebador P2 anilla “aguas arriba” del P,,c4p5 dentro del casete de expresion. Los
pares de cebadores P1 y MAC25, P2 y MAC25 permiteron comprobar integraciones de copia simple o multiple,
respectivamente. B) Comprobacién de candidatos K. lactis recombinantes mediante analisis de PCR de
transformantes. Calle 1, GeneRuler 1Kb DNA Ladder (Thermo Scientific); Calles 2-13, muestra de algunos clones con
copia simple (primer peine) y copia multiple (segundo peine) del gen de interés. MELIHis-1 no contiene la sefial
de secrecion enddgena y estd en pauta con la secuencia a-MF de K. lactis (caja punteada) en pKLACMELIHis-1. La
integracion de MELIHis-2 se llevd a cabo por el mismo procedimiento a partir de pKLACMELIHis-2. En ambos
casos se obtienen fragmentos de alrededor de 3 Kb de longitud.

3.2. Expresidn heterdloga de ScAGal en cepas K. lactis recombinantes

La frecuencia de integracion multicopia utilizando las cepas K. lactis GG799 vy
Y1140 fue similar en todos los casos (50 - 60 %) y el ensayo funcional de actividad a-
galactosidasa extracelular permitié agrupar los candidatos en dos grupos
diferenciados que podrian contener dos o mas copias del gen de interés (Tabla 4).

Tabla 4. Frecuencia de integracion y ensayo funcional de candidatos multicopia de células K. lactis transformadas.

Cepas recombinantes Frecuencia de integracion Ensayo funcional
Tipo N¢ de candidatos U/mL N@ de candidatos

GG799MEL1His-1 1 copia 24 51 0.039+0.014 3°
Multicopia 23 49 0.108 +0.001 18
0.193 +0.078 5
GG799MEL1His-2 1 copia 14 42 0.167 + 0.066 3°
Multicopia 19 58 0.362 £ 0.104 11
0.741 +0.200 8
Y1140MEL1His-1 1 copia 15 42 0.005 + 0.001 3°
Multicopia 21 58 0.010 £ 0.001 17
0.020 +0.001 4
Y1140MEL1His-2 1 copia 13 43 0.112 +0.030 3°
Multicopia 17 57 0.210 +0.029 13
0.372 +0.042 4

® Cada placa incluia tres candidatos con integracién simple que expresan sélo una copia del gen de la ScAGal (ver
seccion 2.4.). La frecuencia de integracion indica el porcentaje de colonias transformantes que dieron positivo
para la integracidn de copia simple y multicopia mediante PCR de células enteras. El ensayo funcional se realizo a
partir de muestras de cultivo en placa de 96 pocillos empleando YPG como medio de expresidn.
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El nivel de actividad de GG799MEL1His-2 es casi 4 veces superior (4 + 0.465) que
GG799MEL1His-1, mientras que el nivel de Y1140MEL1His-2 fue 20 veces mayor (20 +
2.178) que Y1140MEL1His-1. Por lo tanto, la integracidén del gen con la secuencia que
codifica para el péptido sefial endégeno, mejord considerablemente el sistema de
expresion de ScAGal. Estos resultados demuestran la importancia de estudiar la
capacidad de expresion de una proteina de interés que contiene un péptido sefial
nativo, frente a la recomendacion de su sustitucion por el dominio a-MF de K. lactis
para dirigir su secrecidon al medio extracelular (K. lactis Protein Expression Kit, New
England Biolabs).

Los candidatos multicopia del gen MEL1His-2 con mayor actividad fueron elegidos
para evaluar la expresién de ScAGal de cultivos en matraz agitado (Figura 4). También
se determind la produccion de las enzimas nativas B-galactosidasa e invertasa a partir
de cepas con una integracion simple de dicho gen (Figura 5). En este caso, a las 72
horas de cultivo GG799MEL1His-2 expresd una media de B-galactosidasa de 23 U/mL
gue se mantuvo hasta las 144 h, mientras que Y1140MELIHis-2 obtuvo 15 U/mL
disminuyendo abruptamente en el mismo intervalo de tiempo. Asimismo, la primera
alcanzoé la fase estacionaria a las 48 h con una biomasa celular mayor y ambas
secretaron alrededor de 30-35 U/mL de invertasa. Ademas, la produccién mas alta de
B-galactosidasa por ambas cepas silvestres, sugiere que copias adicionales del
promotor LAC4, usadas para impulsar la expresion de ScAGal, podrian afectar
negativamente a la regulacién del gen LAC4. Por otro lado, es necesario indicar que el
gen MELIHis-2 codifica para una proteina fusionada a una etiqueta poli-His que
permite la purificacion de ScAGal por cromatografia de afinidad si se requiere obtener
preparaciones enzimaticas libres de actividad invertasa.
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Figura 4. Actividad a-galactosidasa extracelular de candidatos multicopia seleccionados de cepas de K. lactis
GG799MEL1His-2 (KGM) y Y1140MEL1His-2 (KYM) cultivados en YPG en matraz agitado. KGM28 y KYM7
corresponden a cepas con integracidn simple del gen MEL1His-2. Los datos presentados son el promedio de tres
determinaciones del ensayo de actividad (Media  DS).
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Figura 5. Perfil tipico de crecimiento celular (circulos) y produccién de actividad B-galactosidasa (cuadrados) e
invertasa (triangulos) nativas de cultivos de cepas de K. lactis GG799 (A) y Y1140 (B) en YPG. Los simbolos vacios y
llenos corresponden a la cepa silvestre y recombinante con integracion de copia simple del gen MELIHis-2,
respectivamente. (Media £ DS, N = 3).

Por todo lo expuesto anteriormente, K. lactis GG799MEL1His-2, en adelante
nombrado como KGM, fue seleccionado como mejor sistema de expresién de ScAGal.
Los candidatos KGM multicopia fueron utilizados para determinar el nUmero exacto
de integraciones cromosdmicas en experimentos subsiguientes.

3.3. Distribucién del nimero de copias en cepas KGM multicopia

El andlisis de PCR cuantitativa utilizando el fluoréforo SYBR Green como sistema de
deteccién, permitié la cuantificacion relativa mediante el método 27" del nimero de
copias del casete de expresion integrado en el genoma de K. lactis. El valor Ct (Cycle
Threshold) representa el ciclo de amplificacién donde la fluorescencia alcanza el valor
umbral y es inversamente proporcional a la concentracién de ADN molde inicial. En
total, se seleccionaron 10 cepas KGM, entre las cuales, 8 contenian integracién
multicopia y 2 eran portadoras de una integracion simple. Las cepas portadoras de
copia Unica KGM28 y KGM2 fueron utilizadas como calibrador para la generacién de
las curvas estandar requeridas en los experimentos de gPCR y como control del
calibrador, respectivamente. Las curvas estdndar para el gen MEL1 y el gen de
referencia TAP10 fueron lineales (R* > 0.994) y mostraron una eficacia de
amplificacién (E) alta (Figura 6A). El andlisis de la regresidn lineal de la variaciéon ACt
entre ambos genes frente a la concentracion de ADN molde obtuvo una pendiente
cercana a cero (0.0755) confirmando que las eficacias de amplificacién son lo
suficientemente similares para validar el método 2% (Figura 6B). Dado que KGM28
contiene una copia de la secuencia especifica de cada gen, la relacién de copias
MEL1/TAP10 en el calibrador es 1 y por lo tanto, la ACt (1.98 * 0.38) del calibrador
pudo ser empleada para normalizar la relaciéon de cantidad de copias MEL1/TAP10 de
las cepas analizadas. En la tabla 5 se muestran los resultados de la cuantificacién
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-AACt

relativa y el caculo del nimero de copias, estimado por el método 2 y utilizando el

valor E de 1.1 obtenido experimentalmente (Figura 6A).
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Figura 6. Construccidn de curvas estandar (A) y validacion del método i (B) mediante qPCR y deteccién SYBR

Green. Se amplificaron diluciones decimales en serie del ADN molde normalizado a 10 ng/uL, usando cebadores
especificos de cada gen, a partir de tres extracciones de ADN gendmico de la cepa KGM28 (calibrador). Las curvas
estandar para los genes, MEL1 (circulos llenos) y TAF10 (circulos vacios) se emplearon para determinar la eficacia
de amplificacién (E) segln la ecuacién, E = (10™/P°"¥®")1 (A). Para comprobar la eficacia de las amplificaciones se
calculd ACt. (Ctygqc - Ctrarigc) para cada dilucién de la concentracién conocidad de molde inicial (B).

Tabla 5. Estimacion del nimero de copias de MEL1His-2 integradas en cepas KGM.

e ClueLs Ct ' ACt, AACt i N2 Copiast
" AR (Ctaers; n - Ctrario;n) (ACt, - ACt,) 2 (1-E) aect

KGM2* 22.24£0.43 24.24+0.52 -1.99+£0.41 -0.01 1.01 1.01
KGM8 16.56 £+ 0.29 19.51+0.31 -3.19+£0.24 -1.20 2.31 2.45
KGM10 19.37+0.32 22.91+0.22 -3.53+0.34 -1.55 2.94 3.17
KGM11 16.58 £+ 0.45 19.27 £0.39 -2.68 £0.43 -0.70 1.62 1.68
KGM12 17.26 £0.12 21.14+0.23 -3.88 +£0.23 -1.89 3.71 3.97
KGM19 19.61+£0.20 22.52+0.54 -2.91+£0.21 -0.92 1.90 1.99
KGM21 17.55+0.62 21.42+0.22 -3.86+0.47 -1.88 3.68 4.08
KGM25 19.01+£0.16 22.05%0.41 -3.03+£0.44 -1.05 2.07 2.18
KGM33 18.33+0.32 21.65+0.66 -3.31+£0.12 -1.28 2.43 2.59

®KGM2 fue la cepa de copia simple utilizada como control del calibrador. ACt.y E son la ACt del calibrador vy la
eficacia de la qPCR, respectivamente, cuyos valores fueron obtenidos experimentalmente de las curvas estandar
(ACt.=1.98 + 0.38; E = 1.1). Los datos corresponden a la media de muestras procedentes de tres extracciones de
ADN genodmico, N = 3+DE. La diferencia en el nimero de copias promedio se confirmé con una prueba t-Student
(p-valor < 0.05).

Las cepas KGM también fueron analizadas por Southern blot utilizando una sonda
especifica del gen MEL1 marcada con digoxigenina, que confirmd el nUmero exacto de
copias integradas indicado por el tamafio de los fragmentos de ADN hibridado (Figura
7). Este ensayo demuestra que los resultados de gPCR fueron consistentes con el
analisis de transferencia de Southern, proporcionando una alternativa mas répida y
sencilla cuando es necesario analizar un numero importante de candidatos
seleccionados de cepas transformantes, que puede ser aplicado de forma rutinaria en
laboratorio. Ademas, la cuantificacion relativa permite obtener datos de los niveles
del gen integrado para el estudio de sistemas de expresion que empleen diferentes
promotores, genes redisefiados o secuencias sefial alternativas (Abad et al., 2010). En
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este trabajo, se identificaron cepas KGM que contenian hasta cuatro copias del gen
integrado y se obtuvieron resultados fiables con dos métodos de deteccidn diferentes.

A) B) Cepas KMG
MW 28 8 12 11 2 10 21 19 25 33 Kb Copias
Spel Apal 48.5 —— i
el 346 4
# » MEL1His-2 - | tacs o~ vy -. .
M 24.5=— : :
— 205 — ."_‘_
1 Copia (12.4 Kb) u U *] o 198 2

17.0—}
Spel Apal gé:
+ » e MEL1His-2 | A e 21— W L4 —124 1

10.2 — 11

2 Copias (19.8 Kb)

Figura 7. Determinacion del nimero de copias del casete de expresion intregrado en cepas KGM mediante
analisis de Southern blot. A) El ADN gendmico fue digerido con Spel y Apal por reconocer sitios de restriccion que
flanquean la zona de insercion dentro del locus cromosémico LAC4 de K. lactis y los fragmentos obtenidos, tras ser
separados mediante electroforesis, fueron sometidos a transferencia Southern. La sonda de hibridacién (caja
blanca) unida a integrantes de una sola copia da lugar a un fragmento de 12.4 Kb, el cual aumenta de tamafio en
7.4 Kb por cada casete de expresidon adicional insertado en cepas multicopia. B) La transferencia Southern se
sometié a deteccion inmunoldgica y la sonda especifica marcada con digoxigenina permitié confirmar el nimero
exacto de copias integradas (DIG DNA Labeling and Kit de deteccion, Roche). MW, marcador de peso molecular
(Kb) GeneRuler High Range DNA LAdder (Thermo Scientific).

3.4. Optimizacion de la produccion de ScAGal por la cepa KGM21 a partir de suero de
leche y melaza de remolacha

KGM?21 fue la cepa elegida para llevar a cabo la optimizacién de un medio de
produccion a partir de suero de leche y melaza de remolacha. Esta cepa, que contiene
hasta 4 copias del gen que codifica para la ScAGal, permite la expresion de la proteina
recombinante bajo el promotor LAC4 inducible por lactosa. Dado que la lactosa es el
azucar mayoritario del suero de leche (98.7 %), se valord previamente la utilizacion de
este sustrato como inductor realizando cultivos en paralelo con los medios YPLy YPW
(Figura 8). En este caso, el uso de suero de leche permitié obtener mas del doble de
actividad a-galactosidasa extracelular durante todo el periodo de cultivo ensayado.

5 1 Figura 8. Valoracion del cultivo de la cepa
o gi;ohh KGM21 empleando lactosa o suero de leche
S = 4 1m14aan como inductor de la produccién de ScAGal. La
'g E cepa fue inoculada a una ODgy inicial de 0.5 en
E % 3 1 los medios YPL (1% extracto de levadura, 2 %
= L:‘: bactopeptona, 2 % lactosa) y YPW (1% extracto
_g T 2 A de levadura, 2 % bactopeptona, 2 % suero de
gL leche) y se determind la actividad a-
>3 14 galactosidasa extracelular de muestras recogidas
§ a las 72, 120 y 144 h de cultivo. Los resultados

0 corresponden a la media de tres réplicas

Lactosa 2% Suero 2% bioldgicas (Media + DE).
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Con el objetivo de obtener un medio de produccién sostenible y mas barato se
utilizé la melaza de remolacha, que contiene 59.7 % de sacarosa, 2.9 % rafinosa, 1.2 %
glucosa y 2.4 % fructosa, como fuente de carbono extra facilmente asimilable por K.
lactis gracias a la enzima invertasa nativa. La melaza aporta una fraccién nitrogenada
de tan sdlo 0.3 %, por lo que el medio fue suplementado con extracto de levadura
qgue, ademas, como se ha estudiado en el capitulo 2, puede ser sustituida por un
autolisado de la biomasa celular generada. También se evitd el uso de peptona para
rentabilizar el proceso productivo final. Por ultimo, en este caso se decidid trabajar
con un tamafio de inéculo de ODggg de 10 para favorecer el crecimiento inicial de los
cultivos ensayados en vista de la mejora alcanzada descrita en el capitulo 2. En base a
lo expuesto, se selecciond un 3 % de suero de leche y 7.5 % de melaza como punto
central de un disefio factorial 22 que dio lugar a un conjunto de 12 series de
experimentos con tres puntos centrales cuyos resultados se muestran en la Tabla 6. El
analisis de regresion de los datos observados se ajustd a un modelo cuadratico
mediante la MSR vy la significancia y aceptabilidad del modelo se validé mediante un
ANOVA que se presenta en la tabla 7.

Tabla 6. Matriz experimental y resultados del disefio factorial 2% observados y predichos por la MSR.

No. Valores codificados Valores reales Actividad a-galactosidasa extracelular

Exp. X3 X, X; X, Observado Ajustado
1 -1 -1 6 2 3.813 3.84963
2 0 -1 7.5 2 5.286 5.20958
3 1 -1 9 2 1.945 1.98479
4 -1 0 6 3 4.571 4.88225
5 0 0 7.5 3 5.945 5.70596
6 1 0 9 3 1.64 1.94492
7 -1 1 6 4 5.165 4.81712
8 0 1 7.5 4 4.412 5.10458
9 1 1 9 4 1.152 0.807292
10 0 0 7.5 3 6.363 5.70596
11 0 0 7.5 3 5.324 5.70596
12 0 0 7.5 3 5.808 5.70596

X3, concentracién de melaza (%); X,, concentracion de suero de leche (%). La respuesta, actividad a-galactosidasa
extracelular, fue definida como la cantidad de enzima que libera un umol de p-nitrofenol por minuto en las
condiciones de ensayo, pH 4 y 40 °C.

Tabla 7. Analisis de Varianza para el modelo cuadrético de superficie de respuesta.

Efectos Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio Valor-F  Valor-P
X1: Melaza 12.942 1 12.942 70.56 0.0035 *
X,: Suero de leche 0.016 1 0.016 0.09 0.7836
X1X1 14.013 1 14.013 76.4 0.0032 *
X1X, 1.150 1 1.150 6.27 0.0874
XX, 0.803 1 0.803 4.38 0.1274
Falta de ajuste 1.013 3 0.338 1.84 0.3143
Error total 0.550 3 0.183

Total (corregido) 34.857 11

R? = 95.51 %; R’ (ajustado para Gl) = 91.77 % (representa un valor mas adecuado para comparar modelos
multivariables); Error estandar de la estimacidn = 0.428; Error medio absoluto = 0.294. Gl, grados de libertad. En
la tabla se indican los efectos lineales (X, X;), los cuadraticos de las variables melaza (X;X;) y suero de leche (X,X;)
y la interaccidn melaza-suero (X;X;). *Denota una diferencia estadisticamente significativa valor-P < 0.05).
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El resultado de la ecuacién del modelo ajustado fue Y =-57.09 + 15.37X1 + 5.92X2
- 1.019X;X; - 0.357X3X; - 0.549X,X; donde Y es la respuesta medida como actividad a-
galactosidasa extracelular (U/mL) del sobrenadante de los cultivos ensayados, y X1y X,
son los valores codificados para las concentraciones de melaza de remolacha y suero
de leche, respectivamente.

El andlisis grafico muestra que la variable experimental con mayor predominio
sobre la respuesta fue la melaza de remolacha con un nivel de confianza del 95 %
(Figura 9A). Dado el alto grado de correlacién entre los valores observados vy
predichos (Figura 9B), los efectos que no alcanzaron la linea de significancia
estadistica también fueron incluidos para mejorar el ajuste del modelo. Ademas,
ambos efectos lineales presentaron una influencia negativa sobre la respuesta (Figura
10A) y el efecto de la interaccién entre ellos mostrd un punto de inflexion de maximo
rendimiento a partir del cual la produccion de ScAGal podria estar afectada
negativamente por la concentracion de melaza independientemente de |la
concentracién de suero (Figura 10B). El estadistico R®> determiné que el modelo
ajustado explica el 95.51 % de la variabilidad de los datos (Y) y el resto de la varianza
total es atribuida a otras desviaciones y no a los factores experimentales (R* =
variabilidad explicada por el modelo/variabilidad total). Asimismo, la prueba de falta
de ajuste fue estadisticamente insignificante (valor P = 0.338), lo que confirma que el
modelo es adecuado para predecir la produccién de ScAGal dentro del rango
experimental. Por otro lado, el grafico de superficie de respuesta (Figura 11)
proporciond una interpretacién visual de la interaccién entre la concentracién de
melaza y suero, donde el diagrama de contorno definié una regién cercana al éptimo,
punto tedrico que representa la mejor condicidon de operacién del proceso. Asi, los
valores Optimos de las condiciones experimentales fueron 7 % de melaza de
remolacha (X1) y 3 % de suero de leche (X;) para los que el modelo predijo una
actividad a-galactosidasa extracelular maxima de 5.95 U/mL (Y).

A) B) sF A
X1 X |
E gl o ]
Melaza: X1 B - o R'o
2 B
] |
I+ [ o
Suero: Xz m- [
[H 2 4 B 2 10 [H] 2 4 B 2
Efectos estandarizados Valores ajustados

Figura 9. Diagrama de Pareto (A) y valores observados versus valores ajustados (B) por el modelo de regresion.
A) La longitud de cada barra es proporcional al efecto estandarizado (efecto estimado dividido entre el error
estandar), la linea vertical indica la significancia con un 95 % de nivel de confianza y +/- establece el efecto positivo
y negativo sobre la respuesta (actividad a-galactosidasa extracelular). B) Los puntos cercanos alrededor de la
diagonal indican el éptimo del modelo y determinan que la desviacion entre dichos valores fue minima.
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Figura 10. Graficos del efecto lineal (A) y de la interaccion melaza-suero (B) sobre la produccion de ScAGal. A) El
factor elegido se varia del nivel -1 al +1, mientras que el otro se mantiene constante en su valor central. Cuanto
mayor es la pendiente, mayor sera el efecto sobre la respuesta, actividad a-galactosidasa extracelular (a-Gal). B) El
factor melaza se varia de su nivel -1 a su nivel +1 mientras que el factor suero se mantiene constante en su nivel +1
(linea superior) o en su nivel -1 (linea inferior).
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Figura 11. Grafico de superficie (A) y diagrama de contorno (B) para la produccién de ScAGal. Actividad a-
galactosidasa extracelular maxima (a-Gal) estimada por la MSR en funcién de la interaccion melaza-suero.

3.5. Escalado a nivel laboratorio de la produccién de ScAGal por la cepa KGM21

El medio de produccién optimizado fue utilizado para llevar a cabo experimentos
en matraz agitado y en un biorreactor de 2-L con 1 L de volumen de trabajo, a partir
de las concentraciones predichas por la MSR. En el cultivo en matraz, la produccion de
ScAGal aumenté durante el crecimiento celular hasta las 72 h alcanzando una media
de 5.83 U/mL que se mantuvo cuando la cepa entrd en fase estacionaria (Figura 12A).
Este resultado confirma la estimacidon estadistica realizada por el modelo de SR
descrito anteriormente, que permitid obtener hasta un 49 % mas de actividad a-
galactosidasa extracelular que el medio con lactosa inicialmente probado (4 U/mL).
Sin embargo, en el biorreactor, la cepa llegd antes a la fase estacionaria (48 h) con una
actividad de 10 U/mL que aumentd progresivamente hasta un maximo de 19 U/mL en
el cultivo final (Figura 12B).
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Figura 12. Cultivo de KGM21 en matraz agitado (A) y biorreactor (B) a partir del medio de produccion optimizado.
Seguimiento en el tiempo de la biomasa celular (circulos) y actividad a-galactosidasa extracelular (rombos)
empleando un medio de produccién con 7 % de melaza de remolacha, 3 % de suero de leche y 1 % de extracto de
levadura. El medio fue inoculado con 100Dgy, y se mantuvo el resto de condiciones de cultivo descritas
anteriormente (Seccién 2.3.). Los datos presentados en el cultivo en matraz y en biorreactor son el promedio de
tres réplicas bioldgicas y técnicas, respectivamente (Media £ DS).

En la tabla 8 se presentan los analisis de conversidn de sustratos en productos en
el biorreactor que concuerda con el metabolismo respiro-fermentativo caracteristico
de K. lactis. Estos resultados muestran que la cepa es capaz de consumir
practicamente todo el sustrato disponible en el medio (melaza y suero de leche) a las
24 h de cultivo. Esto se debe a que, al inicio del cultivo, se induce la expresién de la
ScAGal recombinante y las enzimas nativas, B-galactosidasa e invertasa, que permiten
la hidrdlisis de rafinosa, lactosa y sacarosa, respectivamente. Al mismo tiempo, tiene
lugar la produccién de etanol como metabolito secundario que rdpidamente es
utilizado como fuente de carbono para la produccién de biomasa y ScAGal. En
levaduras, la glucosa y la fructosa siempre se consumen primero, y después, tras la
hidrdlisis de sacarosa, la glucosa y fructosa suelen reprimir el metabolismo de otros
azucares menos preferidos (Verstrepen et al., 2004). Sin embargo, en este caso se
detectd sélo un 1.7 % de azucar identificado en los analisis de HPLC a un tiempo de
retencion (tR) de 8.32 que posiblemente corresponda a lactosa residual. Por lo tanto,
la cepa convirtio eficientemente la mezcla melaza y suero de leche en la obtencion de
ScAGal. Ademas, el transporte molecular es un factor determinante del metabolismo,
la glucosa y la fructosa utilizan el mismo sistema de difusién facilitado pero la glucosa
tiene una afinidad predominante, inhibiendo competitivamente el transporte de
fructosa lo que explica la prevalencia residual de fructosa al final de la fermentacién
(Rodrigues et al., 2015).

Se ha visto que un mutante K. /actis en el gen GAL1, que codifica una proteina
bifuncional implicada en la actividad galactoquinasa y en la induccién del reguldn
lac/gal que controla el promotor LAC4, puede reducir el consumo de galactosa como
fuente de carbono conservando su capacidad para inducir la expresién de LAC4 en
presencia de galactosa o lactosa (Van Ooyen et al., 2006). Creando este fenotipo en la
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cepa KGM21, se podria mejorar la expresion de ScAGal en respuesta a la galactosa
proporcionada tras la hidrdlisis de lactosa del suero y la rafinosa de la melaza. De esta
manera, la cepa solo utilizaria como fuente de carbono, la glucosa y fructosa liberada
durante el crecimiento de los cultivos.

Tabla 8. Analisis de HPLC de la conversidn de sustratos a productos durante el cultivo en biorreactor.

Tiempo de cultivo

Analitos Unidades tR

Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Rafinosa g/L 7.17 £ 0.02 5.94 1.22 2.50 2.98 2.80 2.88
(Sac+Lac)® g/L 8.32 £0.02 84.18 1.42 1.42 1.46 1.50 1.52
Glucosa g/L 10.12 £ 0.11 12.48 2.04 0.00 0.00 0.00 0.00
Galactosa g/L 11.13 £+ 0.03 1.02 0.40 0.50 0.52 0.52 0.54
Fructosa g/L 12.31+0.19 12.72 6.08 0.76 0.66 0.84 0.76
Glicerol g/L 13.60 £ 0.09 0.26 0.32 0.00 0.00 0.00 0.00
Etanol g/L 14.34+0.13 0.00 22.70 5.04 4.26 4.30 4.48
Sorbitol g/L 15.95 +0.01 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

®(Sac+Lac), la concentracién de sacarosa y lactosa se determiné como un Unico analito dado el solapamiento de
los tiempos de retencién (tR), 8.21 y 8.62, respectivamente. Se utilizd como patrén externo concentraciones
comprendidas entre 4 — 0.06 mg/mL de una mezcla de rafinosa, sacarosa, glucosa, galactosa, fructosa, glicerol y
etanol. Tanto a las muestras como al patrén externo se le afiadié 1 mg/mL sorbitol empleado como patrén
interno. Los datos presentados son el promedio de tres réplicas técnicas (Media  DS).

Por otro lado, se han calculado los parametros de productividad (Qp) Yy
rendimiento de ScAGal sobre substratos (Y;) en los cultivos llevados cabo en YPL, YPW
y medio optimizado (Tabla 9). En el biorreactor, la Q, fue de 0.158 U/h, valor muy
superior al resto de cultivos, y alcanzé un Y, similar al obtenido en YPW con matraz
agitado. La mejora observada en biorreactores se debe, probablemente, a su sistema
cerrado que permite el control de la aireacion, agitacion y temperatura, favoreciendo
el crecimiento celular y el rendimiento del producto final. Ademas, el cultivo en
matraz utiliza agitacion orbital mientras que en el biorreactor la agitacion es
mecdanica, permitiendo un suministro continuo de oxigeno que da lugar a un
rendimiento final superior (Luna et al.,, 2015). Por lo tanto, el medio optimizado
compuesto principalmente por melazas de remolacha y suero de leche, resulté ser un
medio barato y sostenible muy recomendado para la produccién heterdloga de
ScAGal a partir de la cepa de K. lactis KGM21.

Tabla 9. Parametros de produccion de ScAGal durante el cultivo de la cepa KGM21

Medio/Cultivo U/mL Yo Q,

YPL/matraz 1.22+0.20 0.061 0.010
YPW/matraz 4.07 £0.22 0.203 0.034
Medio optimizado/matraz 6.08 £0.18 0.061 0.051
Medio optimizado/Biorreactor 18.93+1.26 0.190 0.158

El rendimiento sobre sustratos se define como la actividad generada (U/mL) por gramo de sustrato disponible en
el medio de produccién (Y, = Actividad/g) y la productividad volumétrica como la actividad por litro y tiempo
total de horas de cultivo (Q, = Actividad/L.h). El periodo de tiempo elegido para realizar los célculos de los
parametros fue de 120 h de cultivo. YPL (1 % extracto de levadura, 2 % bactopeptona, 2 % lactosa); YPW (1 %
extracto de levadura, 2 % bactopeptona, 2 % suero de leche); medio optimizado (1 % extracto de levadura, 7 %
melaza de remolacha, 3 % suero de leche).









CAPITULO 4

Inmovilizacidon de la enzima a-galactosidasa de
Saccharomyces cerevisiae obtenida de medios de
cultivo basados en residuos agroindustriales
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Resumen

La naturaleza glicoproteica de la a-galactosidasa de Saccharomyces cerevisiae
(ScAGal) permitio la purificacion-inmovilizacidn en soportes activados con grupos
reactivos a través de un mecanismo de oxidacion de las glicosilaciones superficiales de
la enzima con periodato de sodio. Se aplicaron diferentes estrategias de
inmovilizacion sobre preparaciones enzimaticas parcialmente purificadas, SCAGAL y
ScAGALHis (fusionada a una etiqueta Poli-His), combinando condiciones de oxidacién
alcalinas con 4 mM de periodato y la unién a diferentes soportes mono-
bifuncionalizados con grupos amino y/o grupos IDA unidos al metal quelato cobalto.
Aunque, los derivados inmovilizados presentaron actividades expresadas cercanas al
80 % con rendimientos de inmovilizacion altos (normalmente mds del 80 %), todas las
preparaciones mantuvieron la estabilidad de la enzima soluble. En este trabajo se han
obtenido diferentes derivatizados de la enzima que destacan por la importancia de la
purificacién selectiva, reutilizacion y recuperacion industrial en funciéon de las
necesidades de la aplicacion biotecnolégica dirigida.

1. Introduccion

En la biotecnologia industrial de enzimas, ademas de la importancia de la actividad
especifica de la reaccion que se lleve a cabo, la recuperacion, reutilizacion vy
estabilidad operativa del preparado enzimatico, requieren ser consideradas para que
el proceso catalitico sea econdmicamente viable (Mateo et al., 2007). La unidén de la
enzima (biocatalizador) a un soporte preexistente mediante técnicas de inmovilizacion
enzimatica, permite obtener un biocatalizador insoluble, facilmente recuperable del
medio de reaccidn, alargando su vida util en siguientes ciclos. Ademas, la posibilidad
de eliminar el biocatalizador, mejora el control de las condiciones de reaccién en el
reactor, obteniendo un producto final de mayor calidad, libre de proteina
contaminante, imprescindible en aplicaciones dirigidas al procesamiento de alimentos.
Sin embargo, para permitir esta reutilizacion, la enzima soluble necesita ser muy
estable o estabilizarse durante el proceso de inmovilizacion, y esto puede lograrse
fijdndola dentro de un soporte sdélido poroso. Una gran variedad de materiales han
sido utilizados como soporte adecuado para la inmovilizacion de enzimas que ademas,
debe evitar la agregacion enzimatica o desnaturalizacion y mantener la conformacion
nativa de la enzima (Brena and Vieira-Batista, 2006).

La mayoria de las estrategias de inmovilizacion implican enlaces fuertes, entre los
grupos reactivos de un soporte activado y los residuos situados en la superficie de la
enzima, que ofrecen un alto grado de rigidez estructural (Mateo et al., 2007). De esta
manera, se forma una unién covalente multipunto que se traduce, normalmente, en
una mayor estabilizacién enzimatica, ya que el biocatalizador inmovilizado sera mas
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resistente a cualquier tipo de distorsion (calor, pH extremos, disolventes organicos).
Sin embargo, el contacto entre grupos unidos a estructuras rigidas, puede provocar
impedimentos estéricos durante el acceso del sustrato al centro activo de la enzima,
modificando las propiedades cataliticas de la misma. También, dado que la union
enzima-soporte es irreversible, no permite la recuperacion del soporte después de la
inactivacion de la enzima y esto obliga a tener en cuenta el costo del procedimiento de
inmovilizacion. Uno de los soportes mas utilizados es el de glioxil agarosa, el cual,
contiene grupos aldehido estables que dirigen la inmovilizacién a través de la zona/s
de la superficie de la proteina mas rica en grupos amino (aportados por residuos Lys),
lo que permite una intensa reaccion multipunto enzima-soporte (Mateo et al., 2006).

Por otro lado, la disponibilidad de la enzima pura es esencial para la preparacién
de un biocatalizador inmovilizado muy activo, ya que incrementa la superficie del
soporte ocupada por la misma, y evita reacciones secundarias catalizadas por otras
enzimas contaminantes. La cromatografia de afinidad de metal quelado inmovilizado
(IMAC) es muy utilizada en la purificacion de proteinas de fusidon con etiquetas Poli-
His, y cuando la adsorcion de la proteina Poli-His sobre el soporte quelado es
suficientemente fuerte, puede permitir purificar e inmovilizar en un solo paso (Beitle
and Ataai, 1997). También, como puede ser un proceso reversible y provocar la
liberaciéon no deseada de metales a los medios de reaccion, existe la posibilidad de
acoplarlo a una inmovilizacién covalente mediante soportes bifuncionales (Pessela et
al., 2003). Ademas, el disefio de un proceso de inmovilizacién altamente selectivo,
reduciria los problemas de tiempo, coste, inactivacion enzimatica, residuos, etc.,
derivados del paso previo de la purificacion de la enzima. Uno de los métodos mas
adecuados para la inmovilizacion industrial de proteinas se basa en soportes epoxi, los
cuales pueden ser utilizados para vincular la inmovilizacién a la purificacion.
Dependiendo de las condiciones de preparacion, estos soportes admiten diversas
modificaciones con diferentes grupos reactivos que permiten, primero, adsorber
fisicamente proteinas para después establecer con éstas, enlaces covalentes muy
estables (Mateo et al., 2000).

Como se ha comentado en capitulos anteriores, la enzima a-galactosidasa de S.
cerevisiae (ScAGal) permite la eliminacion de RFOs, y también, muestra una posible
actividad de sintesis de a-GOS (condiciones éptimas no abordadas durante esta Tesis
Doctoral), ambas aplicaciones muy utilizadas en la industria de alimentos y farmacos.
Sin embargo, aunque la capacidad catalitica sea satisfactoria, el uso de la enzima
inmovilizada, frente a la soluble, puede suponer una gran ventaja afiadida para dirigir
su uso a nivel industrial, por todas las posibilidades mencionadas que ofrece. También,
la mejora genética de cepa de S. cerevisiae y el uso de un sistema de expresién en K.
lactis permitié conseguir la mayor produccién de ScAGal extracelular descrita hasta el
momento, empleando residuos de dificil reciclaje (melazas de remolacha, lactosuero).
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A partir de dichas cepas recombinantes, se obtuvo la proteina heteréloga ScAGal, sin'y
con la presencia de una etiqueta Poli-His, parcialmente purificada del medio de
produccion. Por todo ello, en este trabajo se pretende valorar diferentes estrategias de
inmovilizacion de esta enzima, utilizando soportes mono y bifuncionales, como
propuesta de mejora de la estabilidad operacional, reutilizacion y recuperacién
industrial.

Este trabajo de investigacion fue financiado por el programa de ayudas para
estancias predoctorales INDITEX-UDC 2016 y realizado en el Laboratorio de Biocatalisis
de la Escuela de Ingenieria Bioquimica, Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso
(Chile).

2. Metodologia

2.1. Materiales

La agarosa con un grado de entrecruzamiento del 6 % (Sepharose 6B-CL) fue
proporcionada por GE Healthcare. EI monohidrato de sal disddica de 4cido
iminodiacético fue de Fluka y el sulfato de cobre fue de Panreac. Los reactivos
borohidruro de sodio, glicidol e imidazol y el sustrato PNPG, procedian de Sigma-
Aldrich y el reactivo metaperiodato sédico de Merck. Las membranas de didlisis
fueron proporcionadas por SpectraPor. Todos los demas productos quimicos
utilizados fueron de grado analitico suministrados por diferentes proveedores
comerciales.

2.2. Obtencion del preparado enzimatico

La enzima a-galactosidasa de S. cerevisiae (ScAGal) sin modificar y fusionada a una
etiqueta de 6 His, fue obtenida de cultivos basados en melazas de remolacha y/o
suero de leche con las cepas recombinantes BJ3505Asuc2/YEpMEL1 y KGM21,
respectivamente, segln se describe en capitulos anteriores. El cultivo fue
centrifugado (7000 r.p.m, 10 min, 4 2C) y el sobrenadante recuperado, conteniendo la
enzima extracelular, fue dializado y concentrado por filtraciéon tangencial (TFF,
Millipore) en tampén Tris-HCI 50 mM pH 7.4 y NaCl 150 mM. La enzima parcialmente
purificada, asi obtenida, se congeld en nitrégeno liquido y fue liofilizada (Congelacidn:
- 40 °C, 0.010 mBar; Sublimacidn: 25 2C, 0.010 mBar, 24 h; LypoQuest de Telstar) para
facilitar el transporte y el manejo durante los ensayos de inmovilizacion del preparado
enzimatico. De esta manera se obtuvieron dos preparados de la enzima, nombrados
de ahora en adelante como ScAGAL y ScAGALHis, que fueron utilizados en los
experimentos de inmovilizacién enzimatica.
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2.3. Preparacion de matrices de agarosa con diferentes grupos reactivos

La agarosa utilizada en la preparacién de los soportes fue previamente lavada, al
menos tres veces, con agua destilada. Todos los pasos de lavado se realizaron con
abundante agua destilada utilizando un crisol filtrante conectado a una bomba de
vacio mediante un matraz kitasato, y las incubaciones se llevaron a cabo a
temperatura ambiente. Una vez obtenido el soporte funcionalizado, después del
lavado mediante filtrado a vacio, fue conservado seco a 4 2C hasta su uso en el ensayo
de inmovilizacion.

Glioxil-agarosa. La preparacion del soporte se llevd a cabo segun el protocolo
descrito previamente (Lopez-Gallego et al., 2013), utilizando la cantidad
correspondiente de periodato de sodio después de la activacidn completa con glicidol.
Se resuspendieron 10 g de agarosa en 80 ml de una solucion acuosa con 1 N NaOH y
471 mM NaBH, a 49C, y manteniendo la suspension en frio, se afiadieron mediante
goteo 36 mL de glicidol (2,3-Epoxy-1-propanol). Esta mezcla se incubd durante 16 hy
después, se lavd y se suspendid en 150 mL de NalO4 10 mM incubando 2 h, ambas
reacciones se mantuvieron con agitacion en palas. La presencia de aldehidos se
determind cualitativamente mezclando un poco de soporte (1 6 2 mg) con el reactivo
de Schiff, cuya reaccidn positiva permite visualizar el soporte de color violeta. La
determinacién cuantitativa de grupos aldehidos se realizé a través de la concentracion
de periodato anadido, ya que cada mol de este reactivo genera un mol de grupos
aldehido (Mateo et al., 2005).

Agarosa-epoxi. La activacion del soporte de agarosa con grupos epoxi se realizd
segun el protocolo descrito previamente (Mateo et al., 2013). 10 g de agarosa fueron
suspendidos en 60 mL de una solucién acuosa que contenia 54.7 g/L de NaOH,
acetona al 26.6 % (v/v) y 3.8 g/L de NaBH, a 49C. Después, se afiadio epiclorohidrina
(EPI1) para alcanzar una concentracion final de 185 g/L y la mezcla se incubd durante
16 h con agitacién en palas. Este soporte agarosa-epoxi fue modificado con diferentes
grupos reactivos durante la preparacion de los soportes que se detallan a
continuacion, utilizando una relacion 1:10 (p/v) entre el soporte y la solucién reactiva.

Agarosa-amino. El soporte agarosa-epoxi se incubo en presencia de etilendiamina
(EDA) 2 M a pH 10.05 durante 16 h con agitacién en rodillo. La densidad superficial de
grupos aldehido o amino introducidos en un soporte es proporcional a la cantidad de
periodato consumido por el mismo, por lo tanto, se estimé que el grado de
modificacion de este soporte era igual que la concentracion de grupos aldehido en el
soporte glioxil-agarosa.
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Agarosa-Co y Agarosa-NH;-Co. El soporte agarosa-epoxi se incubd con la soluciéon
reactiva IDA que contiene borato de sodio 0.1 M/acido iminodiacético 2 M a pH 8.5,
durante 5 h con agitacion en rodillo. El soporte asi obtenido, agarosa-epoxi-IDA, fue
modificado mediante la incubacién con H,SO,; 0.1 M o0 EDA 2 M a pH 10.05 durante 16
h con agitacion en rodillo, para hidrolizar los grupos epoxi sobrantes o bien incorporar
grupos amino al soporte, respectivamente. Después, en ambos casos, se incubé con
una solucion acuosa de 20 mg/mL de CoSO,4 durante 30 min para obtener, finalmente,
los soportes agarosa-Co y agarosa-NH,-Co. El grado de modificacidn con grupos IDA 'y
amino, se cuantificd mediante titulacion de los grupos epoxi presentes en los soportes
agarosa-epoxi y agarosa-epoxi-IDA. Para ello, cada soporte fue previamente
hidrolizado con H,SO4 100 mM, seguido de la oxidacién con NalO4; 10 mM, tras un
paso de lavado. Ambas reacciones se incubaron durante 2 h en agitacion con rodillo.
La concentracion de grupos epoxi se cuantifico mediante el consumo de periodato de
los soportes hidrolizados tras la oxidacion. La concentracién de grupos IDA y amino se
determind por la diferencia de epdxidos entre ambos soportes hidrolizados y la
diferencia entre epdxidos iniciales y grupos IDA, respectivamente.

2.4. Microscopia

Se utilizd6 un microscopio Optico (Nikon Eclipse 50) para llevar a cabo la
visualizacion de las matrices de agarosa que conforman el soporte de inmovilizacién.
El analisis microscépico del tamafo de la particula se realiz6 empleando el software
NIS-Elements D (Nikon).

2.5. Métodos

Todos los experimentos se realizaron por duplicado y los resultados se presentan
como su valor medio con un error experimental que no supero el 5 %.

2.6. Inmovilizacion de o-galactosidasa en matrices de agarosa

La preparacién enzimatica fue dializada, previamente, en tampdn fosfato de sodio
5 mM pH 7 y después, la enzima soluble fue ajustada en la solucién tampén
correspondiente a un volumen final de 10 mL (conteniendo de 15 - 20 U). En agarosa-
Co, la solucién de enzima se preparé en tampdn de afinidad (tampdn 100 mM fosfato
de sodio pH 7, 500 mM NaCl, 25 mM imidazol). Cuando se usé agarosa-amino, la
enzima soluble fue incubada con 4 mM NalO,4 durante 2 h a 4 °C y agitacidn suave,
dializada y después esta solucion de enzima oxidada se ajustd con tampdn
bicarbonato 20 mM pH 9. La inmovilizacién en soporte agarosa-NH,-Co se llevé a cabo
mediante dos estrategias diferentes utilizando una combinacién de las condiciones
descritas anteriormente. Por un lado, la enzima se incubd en tampdn de afinidad, y
después de filtrar y lavar el derivado sélido, éste se oxidd con periodato de sodio y se
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ajusté a pH 9. Por otro lado, se prepard primero la solucidon de enzima oxidada en
tampodn de afinidad y tras ser fijada al soporte, fue ajustada a pH 9. Por ultimo, en el
soporte glioxil-agarosa, la solucién de enzima se prepard en tampdn bicarbonato 100
mM pH 10.

Todos los soportes fueron lavados, previamente, en el tampdn de inmovilizacion
correspondiente mediante filtrado a vacio. La suspension de inmovilizacion se prepard
mezclando 9 mL de la solucidn de enzima con 1 g de los diferentes soportes, y el resto
(1 mL) se utilizé como referencia (blanco) para ensayar la estabilidad de la enzima
soluble en condiciones de inmovilizacion. En todos los casos, la mezcla de
inmovilizacion se agitd en palas a 4 °C y periédicamente, se retiraron muestras
homogéneas de la suspension (utilizando puntas de pipeta recortadas) y el
sobrenadante, y se analizé la actividad a-galactosidasa residual. Para detener el
proceso de inmovilizacidn, las suspensiones con los soportes glioxil-agarosa, agarosa-
amino y agarosa-NH,-Co, se redujeron afiadiendo NaBH; hasta alcanzar una
concentracion final de 1 mg/mL. Finalmente, el derivado sdlido se separd del
sobrenadante y se lavé por filtrado a vacio, y una vez seco, se conservé a 4 2C hasta su
uso en experimentos adicionales. El derivado inmovilizado fue suspendido en agua
destilada (1/10, p/v) y se midié la actividad a-galactosidasa.

El rendimiento de inmovilizacién (R)), porcentaje de enzima inmovilizada, se
definié como la diferencia entre la actividad inicial y la actividad del sobrenadante al
final del proceso en relacién con la actividad inicial. El rendimiento en actividad
retenida (Rar), se definid como la diferencia entre la actividad de la suspensién y el
sobrenadante en relacidon con la actividad inicial del proceso. El rendimiento en
actividad expresada (Rae), se definid como la relacién de la actividad derivada del
catalizador inmovilizado respeto a la actividad ofrecida por el catalizador.

2.7. Ensayos de actividad enzimatica y concentracion de proteina

La actividad a-galactosidasa se determind segun una modificacion del método
descrito previamente (Ryan et al., 1998). La reaccidén se realizé afiadiendo 50 uL de
muestra a 500 pL de una soluciéon de PNPG 5 mM en tampdn citrato-fosfato 0.1 M pH
4, a 40 2C y con agitacidon. A dos intervalos de tiempo consecutivos, se retiraron 50 pL
de la mezcla de reaccion que se detuvo afiadiendo 1 mL de Na,C0O3 0.1 My se midio el
p-nitrofenol liberado a 400 nm (coeficiente de extincién molar, 18.20 mmol™t.cm™)
con un espectrofotdmetro con agitacidon magnética. El analisis de actividad invertasa
se realizd incubando la muestra con sacarosa 100 mM en tampdn acetato 50 mM pH
5 durante 10 min, a 40 9C y con agitacion. La reaccidon se pard por ebullicion y se
determind el azucar reductor generado mediante el método del DNS (Miller, 1959). La
unidad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima que libera un umol de
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producto por minuto en las condiciones de ensayo. La concentracion de proteina se
determind por el método de Bradford (Bradford, 1976) y se utilizé albiumina de suero
bovino como proteina de referencia.

2.8. Caracterizacion de grupos aldehidos formados

La concentracion de grupos aldehido por gramo de soporte se determind
mediante una valoracion por retroceso de la cantidad de iones periodato remanentes
tras la oxidacidon, que fue cuantificado espectrofotométricamente utilizando una
solucidon de 10 % Kl saturada con NaHCOs; (Mateo et al., 2013). Para ello, se mezcl6 1
mL de Kl al 10% con 1 mL de NaHCO; saturado y después de afiadir 100 uL de la
muestra a medir, se registro la absorbancia a 450 nm vy se aplicd la siguiente ecuacién:

V[NaOI4] X (C[NaOI4] - C[NaOI4] x A450,muestra/ A450,b|anco

mol aldheido/g soporte =
masa agarosa funcionalizada ©
8

donde; V y C son, respectivamente, el volumen y la concentracién de la solucién de
oxidacion inicial y A / A es la relacién de absorbancias entre el

450,muestra 450,blanco

sobrenadante recogido al final de la oxidacion y la solucidn de oxidacidn inicial (blanco
de reaccion).

2.9. Desorcidon de a-galactosidasa de los diferentes biocatalizadores inmovilizados

La estabilidad de los enlaces enzima-soporte fue determinada mediante el estudio
de las condiciones de desorcién de la enzima a partir de los diferentes derivados
inmovilizados obtenidos. Los derivados en agarosa-Co y agarosa-NH,-Co se
suspendieron en tampoén 100 mM fosfato de sodio, 500 mM NaCl, 500 mM imidazol,
pH 7; mientras que en glioxil-agarosa y agarosa-amino se realizé en tampdén 100 mM
fosfato de sodio, 500 mM NaCl, pH 7. La mezcla de reaccién consistié en una relacion
1/10 (p/v) y después de 1 h de incubacidn a temperatura ambiente con agitacién en
rodillo, se analizé la actividad a-galactosidasa en la suspensién y el sobrenadante.

2.10. Estabilidad térmica de los biocatalizadores inmovilizados

El estudio de la estabilidad térmica de los diferentes derivados inmovilizados
obtenidos, se realizd a 60 2C con 0.5 U/mL de enzima soluble o el derivado
suspendido en agua destilada (1/10, p/v). A diferentes tiempos de incubacidn, se
retiraron muestras de la enzima soluble y de la suspensidn y se determiné la actividad
a-galactosidasa residual de las mismas.
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3.

Resultados

3.1. Estrategias de obtencién de los derivados inmovilizados SCAGAL y SCAGALHis

Las matrices de agarosa presentan grandes dreas con grupos hidroxilo que son

modificados con diferentes grupos reactivos para preparar los soportes mono y

bifuncionales que se muestran en la figura 1.
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Figura 1. Activacion de soportes de agarosa monofuncional (A-B-C) y bifuncional (D). Los grupos hidroxilo de la
matriz de agarosa son activados con glicidol seguido de la oxidacién con NalO, o con EPI para obtener grupos
glioxilo o epdxido, respectivamente. El soporte glioxil-agarosa contiene grupos aldehidos reactivos (A). Todos los
grupos epdxido son modificados con EDA para obtener el soporte agarosa-NH, (B). La modificacién parcial de
grupos epoxido con IDA y posterior reaccidon con H,SO, o EDA, para hidrolizar epdxidos sobrantes o incorporar
grupos amino, seguido de la incubacién con CoSO, permite obtener los soportes agarosa-Co (C) y agarosa-NH,-Co
(D), respectivamente. Las condiciones de las reacciones se describen en la metodologia.
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Los grupos amino de las Lys son los residuos mas utilizados para llevar a cabo la
inmovilizacidon de una enzima en soportes glioxilo, los cuales mejoran la estabilidad de
proteinas mediante union covalente multipunto en comparacién con otros soportes
(Lépez-Gallego et al., 2013). Estos soportes activados con grupos glioxilo contienen
grupos aldehido aislados de la superficie del mismo a través de brazos espaciadores
muy cortos (soporte-O-CH2-CHO) que permiten fijar las posiciones relativas de los
grupos implicados en la inmovilizacién, aumentando la rigidez de la proteina (Figura
1A). En la figura 2 se muestra una distribucién adecuada de los residuos de Lys sobre
la superficie de la enzima ScAGal durante la visualizacion de la estructura cuaternaria.
Es por ello, que la primera estrategia que se decidié utilizar fue la inmovilizacién de la
ScAGal mediante soportes glioxil-agarosa que dirigen la union covalente a través de la
regidn enzimatica con mayor presencia de Lys.

Figura 2. Distribuccion de Lys y puntos de glicosilacion en la superficie de la estructura cuaternaria de la ScAGal.
La representacion esquematica desde tres vistas diferentes de la superfice del tetrdmero muestra las posiciones
de los residuos de Lys (rojo) y de los puntos de glicosilacidn (azul). El cuadro resalta el centro catalitico con los
residuos implicados en el reconocimiento del sustrato (naranja). La distribucion electroestatica de los residuos fue
calculada con PyMOL.

Por otro lado, la ScAGal es una enzima tetramérica altamente glicosilada cuyo
contenido en polisacaridos representa el 35 % de la masa molecular total (Fernandez-
Leiro et al., 2010), donde los puntos de glicosilacion estan distribuidos por toda la
superficie de la proteina (Figura 2). Los residuos de azucar de glicoproteinas pueden
ser modificados con periodato, el cual rompe el anillo del azucar entre los enlaces
carbono-carbono con hidroxilos adyacentes que son oxidados a aldehidos reactivos
(Hermanson, 2008). De esta manera, las glicoproteinas pueden ser conjugadas a
través de los grupos aminos de otras proteinas, tales como anticuerpos, descrito con
la enzima peroxidasa de rabano picante (HRP) (Nakane and Kawaoi, 1974). Varias
investigaciones de la HPR han establecido un 6ptimo de la reaccién de oxidacion con
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4-8 mM periodato durante un maximo de 30 min, a pH alcalino (7.2 - 9.5) y en
presencia de un agente reductor para estabilizar los enlaces. En este trabajo, se utilizé
esta metodologia para oxidar la ScAGal con 4 mM de periodato bajo condiciones
alcalinas (Figura 3) y asi, poder inmovilizarla a un soporte funcionalizado con grupos
amino (Figura 1B), como segunda estrategia alternativa. En la figura 4 se muestra el
mecanismo para llevar a cabo la inmovilizacion de la SCAGAL en soportes glioxil-
agarosa y agarosa-amino.

[T ] NalO; 4 mM o
w pH7-9 /.Nl\\u
—_— o
* 2h,4°C s

Figura 3. Mecanismo de oxidacion de la ScAGal con periodato. Los polisacaridos de la glicoproteina son oxidados
con periodato para producir aldehidos reactivos con aminos. El anillo representa un residuo de glucosa que en
presencia de periodato se abre por la rotura del enlace carbono-carbono con hidroxilos adyacentes generando dos
grupos aldehidos (amarillo).

NaBH; 1mg/mL

Enzima en solucién tampdén
bicarbonato 100 mM, pH 10

i) Unidn covalente intramolecular suave ii) Inmovilizacién covalente multipuntual
(formacidn de bases Schiff inestables) (enlace amino secundario estable)
B) Glioxil-agarosa/ScAGAL

—NH;
-NH—CH,
—NH, . NaBH,; 1mg/mL —NH_ CH,—
Enzima oxidada en solucién —MNH— CH;
tampdn bicarbonato 20 mM,
-NH; pH9

i) Unidn covalente intramolecular suave ii) Inmovilizacién covalente multipuntual
(formacidn de bases Schiff inestables) (enlace amino secundario estable)
Agarosa-NH,/ScAGAL

Figura 4. Mecanismo de inmovilizacion de la SCAGAL en glioxil-agarosa (A) y agarosa-NH, (B). La unién de la
enzima al soporte activado permite la formacidén de bases Schiff inestables entre grupos aldehido y amino que se
convierten en enlaces amino secundario estables mediante la reduccién con NaBH,. Los grupos glioxilo del soporte
glioxil-agarosa se unen a grupos amino de las Lys superficiales de la enzima (A), mientras que la union a los grupos
amino del soporte agarosa-NH, es a través de los grupos aldehido proporcionados por la oxidacién previa de los
carbohidratos de la enzima (B), ambos promueven una inmovilizacién covalente multipuntual irreversible. SCAGAL,
preparacion enzimatica obtenida de cultivos en melaza de remolacha a partir de la cepa S. cerevisiae deficiente en
invertasa (BJ3505Asuc2/YEpMEL1).
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En presencia de condiciones alcalinas, estos soportes altamente activados (145
umol de grupos aldehidos 6 aminos por gramo de soporte) deberian promover una
inmovilizacion rapida e irreversible a través de enlaces covalentes multipunto. El
contacto entre grupos aldehido y amino favorece la formacion de bases de Schiff
inestables que, posteriormente, se convierten en enlaces amino secundario muy
estables a través de una reduccion con borohidruro.

Asimismo, un procedimiento de oxidacion similar fue realizado con la preparacién
enzimatica SCAGALHis (fusionada a una etiqueta poli-His), para permitir la purificacion
e inmovilizacion simultanea utilizando un soporte funcionalizado con grupos IDA
quelados con Co®* (IDA-Co). Esta técnica de un solo paso, muy ventajosa, puede ser
critica si no se consigue una adsorcién fuerte de la enzima al quelante ya que es un
proceso reversible, y para superar este problema, se utilizé6 también un soporte
bifuncional con grupos IDA-Co y grupos amino. La preparacion de ambos soportes,
permitio la introduccion de 18 pmol de grupos IDA-Co y/o 78 umol de grupos amino
por gramo de soporte, en los casos indicados (Figura 1C-D). El mecanismo de
purificacién-inmovilizacién de la ScAGALHis empleando soportes de agarosa-Co y
agarosa-NH,-Co se describe en la figura 5. La inmovilizacidon en agarosa-Co sigue un
procedimiento similar a la técnica cromatografica IMAC, donde la unién de la enzima
al soporte se establece Unicamente mediante adsorcién fisica por afinidad al metal
guelado (Figura 5A). Sin embargo, cuando se utilizé agarosa-NH,-Co, una vez
adsorbida la enzima al quelato, una incubacién a pH alcalino permite que los
aldehidos de la enzima oxidada reaccionen con los aminos del soporte formando
bases de Schiff, y posteriormente, enlaces covalentes, tras la aminacién reductiva con
borohidruro (Figura 5B-C). Ademads, en este caso, el derivado inmovilizado fue
obtenido mediante dos mecanismos diferentes dependiendo de si la etapa de
oxidacion con periodato se realizaba sobre un derivado intermediario adsorbido por
afinidad (Figura 5B) o sobre la enzima en solucién (Figura 5C).



150 Il Capitulo 4

A)
1
]
-0OH -0OH ] =
- - al

CoD ¥ N SO0
—Nig: }D"" 100 mM Fosfato, 500 mM —NG: \tn"’-mg’

sod NaCl, 25 mM Imidazol, pH 7 e cod

& = "
~oH o
(i) Adsorcién fisica por afinidad al Co* quelante Agarosa.Co/ScAGALHis

B)

SO0
—N{I-: Eu’z
\~cod’
R
by ,,-Q/';‘
—HH=
i) Derivado intermediario obtenido mediante ii) Derivado intermediario oxidado iii) Inmovilizacion mediante unién
adsorcion fisica por afinidad al Co™ quelante covalente selectiva

Agarosa-NH,.Co/ScAGALHis (1)
R
< ’°‘)\L,
o 0"\

L

—Nﬁl-: ED"" i) Oxidacion de la enzima soluble —Nﬁl-: Eu'zaﬁﬁ

cod ii) Adsorcion a pH 7 II"'--E:I:H:I
iii) Union covalente a pH 9 R

Agarosa-NH,.Co/ScAGALHis (2)

Figura 5. Estrategia de purificacion-inmovilizacion de la SCAGALHis en agarosa-Co (A) y agarosa-NH,-Co (B-C). La
adsorcidn selectiva de proteinas marcadas con etiquetas poli-His (naranja) sobre el quelato metalico permite la
purificacién e inmovilizacién por afinidad (A). Sélo las proteinas adsorbidas reaccionan con los grupos amino para
alcanzar una unidn covalente multipunto estable mediante la oxidacion previa del derivado adsorbido (B) o de la
enzima soluble (C), permitiendo la purificacion e inmovilizacién irreversible en un solo paso. Las condiciones de las
reacciones se describen en la metodologia. SCAGALHis, preparaciéon enzimatica obtenida de cultivos en melaza de
remolacha y lactosuero a partir de la cepa K. lactis KGM21.
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3.2. Inmovilizacion de las preparaciones enzimaticas SCAGAL y SCAGALHis

En la figura 6 se muestra la tasa de inmovilizacién de la SCAGAL en soportes glioxil-
agarosa y agarosa-amino. En ambos casos, la enzima soluble es estable en condiciones
alcalinas (pH 10), ya que permaneciéo completamente activa durante todo el proceso,
sin embargo, la inmovilizacion covalente fue despreciable en glioxil-agarosa incluso
después de 20 h de incubacidn. Esto sugiere que las Lys de la superficie de la proteina
no pudieron reaccionar con los grupos glioxilos del soporte, posiblemente, debido a
impedimentos estéricos provocados por la alta glicosilacion de la proteina. Por el
contrario, cuando la enzima es oxidada con periodato e incubada con el soporte
agarosa-NH,, la inmovilizacién se produjo completamente en apenas 1 h. Ademas,
aunque la enzima posea puntos de glicosilaciéon cercanos al sitio catalitico, los
polimeros de carbohidrato actlan como brazos espaciadores largos que suelen
presentar pocos problemas durante el acceso del sustrato al mismo (Hermanson,
2008). Por lo tanto, la oxidacién de los residuos de los polisacaridos de esta
glicoproteina resulté ser una estrategia exitosa para llevar a cabo una inmovilizacion
de la enzima mediante unidn covalente multipuntual.
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Figura 6. Inmovilizacion de la SCAGAL en soportes glioxil-agarosa (A) y agarosa-NH, (B). La enzima en tampdn
bicarbonato 100 mM, pH 10, y la enzima oxidada en tampodn bicarbonato 20 mM, pH 9, se suspendieron en
soportes activados con grupos glioxilo o amino, respectivamente, y se midio la actividad residual de muestras de la
suspension (azul) y sobrenadante (rojo) a diferentes tiempos de incubacion. La disminucién de la actividad en el
sobrenadante corresponde a la enzima soluble que ha sido inmovilizada sobre el soporte. La enzima soluble sin
soporte se empleé como control de referencia (negro). SCAGAL, preparacion enzimatica obtenida de cultivos en
melaza de remolacha a partir de la cepa S. cerevisiae deficiente en invertasa (BJ3505Asuc2/YEpMEL1).

La inmovilizacion de ScAGALHis fue disefiada en soportes funcionalizados con
guelatos metadlicos con el fin de valorar la capacidad de purificacidon-inmovilizacién en
un solo paso del preparado enzimatico parcialmente purificado. Se prepararon
soportes con alta densidad de grupos IDA unidos a cobalto como metal quelante (18
umol de grupos IDA-Co por gramo de soporte) por mostrar rendimientos de
inmovilizacion por adsorcion mas altos en comparacion con otros metales (Ardao et
al., 2006). Ademads, a uno de estos soportes se le incorporaron grupos amino para
facilitar una union estable mediante enlaces covalentes con los grupos aldehidos
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generados tras la oxidacién de la enzima con periodato, dados los resultados de
inmovilizacion alcanzados anteriormente con la enzima sin etiqueta Poli-His. Por otro
lado, la inmovilizacién de la enzima en un soporte agarosa-NH, permitié valorar el
proceso de purificacion. En la figura 7 se describe el seguimiento de inmovilizacion de
la enzima que resultd ser, en todos los casos, satisfactorio con algunas diferencias
dependiendo del tipo de soporte mono-bifuncional y del momento de realizacién de
la etapa de oxidacidon. Durante la etapa de adsorcién al metal quelato, la enzima
soluble es completamente estable, como cabria esperar utilizando las condiciones de
purificacién de la proteina mediante IMAC, descrita anteriormente en el capitulo 1.
Mientras que se observd una pérdida del 15 % de la actividad residual que coincide
con la etapa de formacién de enlaces covalentes bajo condiciones alcalinas, como se
confirma durante la inmovilizacién en agarosa-NH, (Figura 7D). También, se observd
un descenso de alrededor del 20 % de actividad que no es retenida en el derivado
inmovilizado (Figura 7A-B) debido, posiblemente, a limitaciones difusionales
provocadas por las diferencias en la carga enzimatica ofrecida (21 U/mL en agarosa-
Co y 25.5 U/mL en agarosa-NH,-Co). Sin embargo, el aumento de la carga ofrecida no
parece mostrar limitaciones durante la inmovilizacidon en agarosa-NH,, ni tampoco con
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Figura 7. Inmovilizacién de la SCAGALHis en soportes de agarosa funcionalizada con grupos IDA-Co y/o grupos
NH,. Seguimiento de inmovilizacidn mediante: adsorcién por afinidad a pH 7 de la enzima suspendida en Agarosa-
Co (A) y en agarosa-NH,-Co (B), adsorcion por afinidad seguido de unién covalente a pH 9 en agarosa-NH,-Co (C) y
unién covalente multipunto en agarosa-NH, (D). En los casos C-D, la enzima fue previamente oxidada con
periodato. Se recogieron muestras de la suspensidon (azul) y sobrenadante (rojo) a diferentes tiempos de
incubacion, y se midid la actividad residual. La disminucidn de la actividad en el sobrenadante corresponde a la
enzima soluble que ha sido inmovilizada sobre el soporte. La enzima soluble sin soporte se empleé como control de
referencia (negro). SCAGALHis, preparacion enzimatica obtenida de cultivos en melaza de remolacha y lactosuero a
partir de la cepa K. lactis KGM21.
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el soporte agarosa-NH,-Co ofreciendo hasta 30 U/mL, cuando la etapa de oxidacién
fue realizada sobre la enzima soluble. Ademas, durante la oxidacion de la enzima con
periodato se recupero alrededor de un 98 % de la actividad, independientemente del
momento de aplicacion de dicha etapa (dato no mostrado). Por lo tanto, la pérdida de
actividad residual observada puede ser debida a una cierta inestabilidad de la enzima
oxidada cuando se establecen condiciones alcalinas (Figuras 6B, 7C-D). En la tabla 1 se
muestran los resultados de rendimiento de los derivados inmovilizados, SCAGAL y
ScAGALHis, obtenidos con los diferentes soportes mono-bifuncionales. El rendimiento
de inmovilizacién, asi como la actividad retenida por el derivado, fue mayor con el
soporte monofuncionalizado con grupos amino que utilizando soportes bifuncionales.
Ademas, en los derivados inmovilizados DER-1 y DER-5, la enzima no fue desorbida
después de la incubacién durante 1 h en presencia de altas concentraciones de sal
(500 mM). Esto sucedié de manera similar cuando el DER-4 se incubd en presencia de
imidazol (500 mM), mientras que con los derivados DER-2 y DER-3, la enzima se
desorbid sobre un 60 % y un 39 % de la actividad residual, respectivamente. Esto
ultimo demuestra que la reaccién intramolecular soporte-proteina tiene lugar si,
previamente, la enzima ha sido adsorbida de manera adecuada. En este caso, por lo
tanto, un protocolo de inmovilizacion de la suspensidn en dos pasos consecutivos
(adsorcion a pH 7 mas unién covalente intramolecular a pH 9) parece ser mas
apropiado que la separacion previa del derivado inmovilizado por afinidad.

Tabla 1. Rendimiento de derivados de la SCAGAL y SCAGALHis inmovilizados en soportes mono-bifuncionales.

. . . Act. ofrecida Act. especifica R R R R
Derivado inmovilizado (U/g soporte)  (U/g deprivado) (%') ((2:; (‘2; (‘2[)’
DER-1: SCAGAL/Agarosa-NH, 13+0.42 10+£0.97 100 81 77 0
DER-2: ScCAGALHis/Agarosa-Co 21+£0.15 14 +0.45 81 78 66.5 60
DER-3: ScCAGALHis/Agarosa- NH,Co 25.5+0.15 20+ 0.47 62 60 80 39
DER-4: SCAGALHis/Agarosa- NH,Co 30+0.32 25+0.87 90 77 79.5 0
DER-5: SCAGALHis/Agarosa- NH, 24.6 £0.24 19 +£0.65 100 95 76 0

R, rendimiento de inmovilizacion (diferencia entre la actividad inicial y la actividad del sobrenadante al final del
proceso en relacion con la actividad inicial); Rag, actividad retenida (diferencia entre la actividad de la suspension
y el sobrenadante en relacién con la actividad inicial del proceso); Ry, actividad expresada (actividad derivada del
catalizador inmovilizado respeto a la actividad ofrecida por el catalizador). La actividad especifica representa la
actividad derivada del catalizador inmovilizado. La enzima desorbida (Rap) es el porcentaje de actividad inicial
ofrecido al soporte recuperado después de su desorcidn. La etapa de oxidacién en el DER-3 fue realizada sobre el
derivado adsorbido por afinidad, mientras que en DER-4 fue realizada sobre la enzima soluble. SCAGAL vy
ScAGALHis corresponden a las preparaciones enzimaticas obtenidas a partir de las cepas, S. cerevisiae deficiente
en invertasa y KGM21, respectivamente.

3.3. Caracterizacidn de los biocatalizadores derivatizados

La visualizacion microscopica de los biocatalizadores derivatizados muestra que las
particulas de agarosa presentan una superficie esférica uniforme y lisa (Figura 8). En
todos los casos, se observan 4 tamafios de particula homogéneos 133 + 5.59, 114 +
4.14,88 +5.19 y 56 £ 3.88, siendo los tres primeros los mas abundantes.
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Figura 8. Visualizacion mediante microscopia 6ptica del derivatizado en el soporte de agarosa. La imagen
general (A) y detallada (B) de una muestra del derivatizado muestra 3 tipos de tamafio de particula predominantes
(escalado realizado con el software NIS-Elements D, Nikon).
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Por otro lado, se valoré el grado de pureza del biocatalizador inmovilizado dado
qgue las preparaciones enzimaticas utilizadas en este trabajo proceden de cultivos
parcialmente purificados de medios de produccién constituidos, principalmente, por
residuos agroindustriales (melazas de remolacha y suero de leche). Ademas, durante
la produccidn heterdloga de la proteina recombinante, la SCAGAL se obtuvo a partir
de una cepa de S. cerevisiae deficiente en actividad invertasa nativa, mientras que la
ScAGALHis procede de un sistema de expresién en K. lactis que conserva dicha
actividad, como se ha expuesto en los capitulos 2 y 3, respectivamente. Se observd,
gue solo los derivados inmovilizados en soporte agarosa-NH, (DER-1 y DER-4)
presentaron carga colorante aportada por los pigmentos del medio de produccién de
origen, como se muestra en la figura 9. Ademads, el ensayo de actividad invertasa
mostré un grado de pureza en los derivados inmovilizados de ScAGALHis en el
siguiente orden ascendente, DER-5 < DER-4 < DER-3 = DER-2 (Tabla 2). Estos
resultados confirman que la estrategia de purificacion-inmovilizacion en un solo paso
puede ser una alternativa adecuada para la obtencién de un derivatizado selectivo
libre de actividad invertasa contaminante procedente del medio de produccién.

Figura 9. Muestras de la enzima inmovilizada en soportes
agarosa-NH, y agarosa-Co. 1, agarosa-NH,; 2, derivado
inmovilizado en agarosa-NH,; 3, agarosa-Co; 4, derivado
inmovilizado en agarosa-Co.

Tabla 2. Purificacion de los derivados inmovilizados de la SCAGALHis en soportes mono-bifuncionales.

Actividad invertasa

Derivado inmovilizado e Pureza (%) °
DER-2: ScCAGALHis/Agarosa-Co 0 100
DER-3: ScCAGALHis/Agarosa- NH,Co 0 100
DER-4: SCAGALHis/Agarosa- NH,Co 2.94 80
DER-5: SCAGALHis/Agarosa- NH, 5.62 61

® La actividad invertasa contaminante del preparado enzimatico inicial por gramo de soporte utilizado fue tomada
como referencia (14.43 U/g). La etapa de oxidacion en el DER-3 fue realizada sobre el derivado adsorbido por
afinidad, mientras que en el DER-4 fue realizada sobre la enzima soluble. SCAGALHis corresponde a la preparacion
enzimatica obtenida a partir de la cepa KGM21.

3.4. Estudio de la estabilidad térmica de los biocatalizadores derivatizados

También se valoré el mecanismo de inmovilizacién estudiando la estabilidad
térmica de los diferentes derivados inmovilizados frente al preparado enzimatico
soluble (Figura 10). Durante el seguimiento de la termoestabilidad a 60 2C, se observé
gue, en todos los casos, los derivados mantuvieron una estabilidad similar a la enzima
soluble. Esto puede deberse a que, en este caso, la unién de la enzima al soporte se
establece mediante brazos espaciadores demasiado largos (proporcionados por la
oxidacion de las glicosilaciones de la proteina) que podrian generar bucles inestables
dificultando la rigidez y, como consecuencia, el derivado inmovilizado continua siendo
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sensible a la distorsion frente a la temperatura. Muchas son las enzimas inmovilizadas
en soportes glioxilo mono y heterofuncionales resultando en un aumento de la
estabilidad respecto a la soluble, gracias a la rigidez aportada por brazos espaciadores
cortos que dirigen la unidn covalente hacia la superficie enzimatica mas rica en Lys
(Lopez-Gallego et al., 2013). Es posible que la eliminacion previa de las glicosilaciones
de esta enzima, mejore considerablemente la estabilidad de las preparaciones
derivatizadas a partir de este tipo de soportes, para ello, seria necesario realizar un
estudio de valoracion de la preparacidon enzimatica desglicosilada para poder utilizar
este mecanismo de inmovilizacidn.
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Figura 10. Estabilidad térmica de los derivados inmovilizados SCAGAL (A) y SCAGALHis (B) a 602C. El ensayo se
realizo empleando 0.5 U/mL de la enzima soluble o el derivado suspendido (1/10, p/v) y se determiné la actividad
a-galactosidasa residual de muestras retiradas a diferentes tiempos de incubacion. Las representaciones graficas
muestran la enzima soluble (negro) y los biocatalizadores derivatizados ScAGAL/agarosa-NH, (azul),
ScAGALHis/agarosa-Co (morado), SCAGALHis/agarosa-NH,-Co (verde) y SCAGALHis/agarosa-NH, (naranja). SCAGAL y
ScAGALHis corresponden a las preparaciones enzimaticas obtenidas a partir de las cepas, S. cerevisiae deficiente en
invertasa y KGM21, respectivamente.

3.5. Implementacion industrial de los biocatalizadores derivatizados

Los biocatalizadores inmovilizados obtenidos durante este trabajo presentan
diferentes actividades especificas y grados de pureza que pueden ser interesantes en
aplicaciones biotecnoldgicas; la seleccidn del derivatizado adecuado dependera de las
necesidades del uso industrial final. La purificacidn-inmovilizacion enzimatica en
soportes de metal quelado es un procedimiento sencillo basado en la técnica
cromatografica IMAC, actualmente, optimizada para la purificacion industrial de
proteinas marcadas con etiquetas Poli-His. En este caso, la principal dificultad es
alcanzar un control adecuado de las condiciones de desorcidn de la enzima unida al
soporte, para evitar la liberacién de la misma durante la operacién de inmovilizacién.
Se ha descrito un soporte altamente activado con grupos IDA unidos a metal quelado
(115 pmol/g soporte) que establece una adsorcion muy fuerte a través de multi-
interacciones entre el quelante y los residuos de histidina colocados sobre la
superficie de la proteina (Pessela et al., 2007). Este mecanismo de inmovilizacién
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reversible puede ser una ventaja deseable porque permite la recuperacion del
soporte después de la inactivacidn enzimatica reduciendo el coste de operacion. Por
otro lado, la combinacién de la técnica IMAC con una unidén covalente adicional
mejora la estabilizacidn de los derivados y evita la liberacidén indeseada de enzima del
soporte. En este caso, la aplicacion a gran escala del mecanismo de inmovilizacion
puede resultar complejo para empresas dedicadas a la biotecnologia sin experiencia
en quimica debido, principalmente, al uso de ciertos reactivos y al control riguroso de
pH durante el proceso (Mateo et al.,, 2006). Tanto el periodato de sodio como el
borohidruro de sodio son compuestos que exigen una regulacién de seguridad
adecuada, y un error en el valor de pH implica un riesgo de inactivacion enzimatica o
qgue no se produzca la inmovilizacidn. Esto podria solventarse si una empresa
especializada fuera la encargada de la preparacién del soporte y los biocatalizadores
inmovilizados. Ademads, las matrices de agarosa se comportan como geles flexibles sin
mostrar rotura incluso a velocidades muy altas de agitacion mecanica, e
industrialmente, es posible generar particulas de gran tamafio que decantan
facilmente permitiendo la recuperacién mas rapida del biocatalizador. Por otro lado,
la unidén enzima-soporte a través de enlaces amina secundarios es tan fuerte que
pueden soportar incluso la hidrélisis acida de proteinas, mientras que esto puede ser
un problema utilizando otros protocolos de inmovilizacién. Por ultimo, como vya
hemos indicado en anteriores ocasiones, una de las ventajas mas deseadas de la
inmovilizacion es el nivel de estabilizacion del preparado derivatizado conseguido. En
este caso, esta mejora podria alcanzarse llevando a cabo la desglicosilacion previa de
la enzima como paso previo a la utilizacién de un mecanismo de inmovilizacion
mediante soportes glioxilo.
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Las principales conclusiones de los estudios aportados por la presente tesis son
resumidas a continuacion:

I. Las construcciones plasmidicas con variantes del gen de la a-galactosidasa de
Saccharomyces cerevisiae bajo un sistema de expresidon en Saccharomyces
cerevisiae revelan que la presencia de la sefial de secrecién nativa de la proteina
permite que la cepa recombinante secrete una media de actividad a-galactosidasa
10 veces superior que empleando el Factor a.

a. La mayor produccion de proteina heterdloga fue obtenida con
YEpMELIFlag, YEpMEL1 vy YEpMELIHis alcanzando una actividad
extracelular a las 96 h de cultivo en YPHSM de 25 U/ml, 19 U/mly 10 U/ml,
respectivamente.

b. La a-galactosidasa de Saccharomyces cerevisiae purificada presenta una
fuerte resistencia al tratamiento con las proteasas tripsina, quimotripsina,
proteinasa K, subtilisina y pepsina, exhibiendo un 122 %, 132 %, 142 %, 117
% vy 164% de su actividad inicial, respectivamente.

II. La caracterizaciéon mediante TLC y HPLC de la especificidad de sustrato de la a-
galactosidasa de Saccharomyces cerevisiae demuestra que la enzima pertenece al
Grupo 1 de a-galactosidasas segun la accion sobre galactomano-oligosacaridos
sintéticos.

a. Los datos de actividad relativa confirman que la enzima es mas especifica
por melibiosa (95 %), seguido de rafinosa (15 %) y estaquiosa (11 %), y no
actua sobre el galactomanano de algarrobo.

b. La enzima sélo puede actuar sobre Gal'Mans;, Gal**Mans y goma de
algarrobo tras hidrodlisis previa de los sustratos con la B-manosidasa de
Helix pomatia.

c. Los andlisis de los productos de hidrélisis mediante HPLC muestran que un
90% de la rafinosa y estaquiosa es hidrolizada por la enzima a las 4 horas
de reaccidn resultando ser una buena candidata para la hidrdlisis de RFOs.

[ll. Se cred una cepa de Saccharomyces cerevisiae deficiente en invertasa nativa
(BJ3505Asuc2/YEpMEL1) dirigida a la produccidn heteréloga de la a-galactosidasa
de Saccharomyces cerevisiae a partir de melazas de remolacha.

a. La utilizacién de esta cepa como hospedador de proteina heterdloga,
permitido obtener preparaciones enzimaticas parcialmente purificadas no
contaminadas con actividad invertasa.

b. En presencia de un 8 % de melaza la cepa parental presenta un
metabolismo fermentativo incluso en condiciones aerdbicas (efecto
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Crabtree), mientras que la cepa deficiente en invertasa posee un
metabolismo preferentemente respiratorio y utiliza de manera mas
eficiente todo el azucar disponible.

IV. Laintegracion gendmica de varias copias en tandem del gen que codifica para la a-

VI.

galactosidasa de Saccharomyces cerevisiage en un sistema de expresion de
Kluyveromyces lactis permitié la produccion heterdloga de la enzima en medios
basados en lactosuero.

a. Se identificaron cepas recombinantes (KGM) que contenian hasta 4 copias
del gen integrado y se obtuvieron resultados fiables con métodos de
deteccion mediante gPCR y andlisis de transferencia de Southern.

La aplicaciéon estadistica de la MSR permitio la optimizacién de la produccién de la
o-galactosidasa de Saccharomyces cerevisiae en todos los casos ensayados.

a. Elcultivo de la cepa recombinante BJ3505/YEpMEL1His en YPHSM, alcanzé
una media de 66 U/mL de actividad a-galactosidasa con una produccion
maxima a las 190 h a partir de las condiciones estimadas por el modelo (R
=86.16 %, 95 % nivel de confianza).

b. El cultivo de la cepa recombinante BJ3505Asuc2/YEpMELI en melazas de
remolacha, alcanzé una actividad a-galactosidasa maxima de 24 U/mL a las
144 h de cultivo a partir de las condiciones estimadas por el modelo
(melaza = 11 %, extracto de levadura = 1 %, tamafio de indculo = 8.50Dgqg;
R’ = 86.80 %, 95 % nivel de confianza). Este resultado supuso un
incremento de la productividad del 72 % respecto a cultivos preliminares
con melazas cuyo rendimiento fue mejorado durante el monitoreo de
biorreactores en un 21 %.

c. El cultivo de la cepa recombinante KMG21 en un medio de produccién
sostenible (melazas de remolacha y lactosuero) suplementado con extracto
de levadura (1 %) y empleando un tamafo de indculo alto (100Dgq),
alcanzé una actividad a-galactosidasa maxima de 5.85 U/mL a las 72 h de
cultivo a partir de las condiciones estimadas por el modelo (melaza = 7 %,
lactosuero = 3 % de suero de leche; R>=95.5 %, 95 % nivel de confianza).
Este resultado permitid un incremento de la productividad del 49 %
respecto un medio con lactosa inicialmente probado cuyo rendimiento fue
mejorado durante el monitoreo de biorreactores en un 69 % (19 U/mL).

Estudios preliminares de inmovilizacidn enzimatica permitieron la obtencion de
diferentes biocatalizadores derivatizados procedentes de preparaciones
enzimaticas de la a-galactosidasa de Saccharomyces cerevisiae a partir de cultivos
de las cepas recombinantes en melazas de remolacha y lactosuero.
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La oxidacién con periodato de las glicosilaciones superficiales de la
proteina resultdé ser una estrategia exitosa para llevar a cabo Ia
inmovilizacion enzimatica mediante unidn covalente multipuntual.

El rendimiento de inmovilizacién, asi como la actividad retenida por el

derivado, fue mayor utilizando soportes monofuncionalizados con grupos

amino que utilizando soportes bifuncionalizados con grupos amino vy
2+

grupos IDA quelados con Co”".

Los soportes bifuncionalizados permitieron la obtencién de derivatizados
puros muy activos mediante un mecanismo de purificacidon-inmovilizacion
en un solo paso.

Todos los derivados inmovilizados mantuvieron una termoestabilidad a 60
oC similar a la enzima soluble, que difieren en actividad especifica y grado
de pureza y la seleccion del derivatizado adecuado dependerd de las
necesidades del uso industrial final.
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ADN
ADH2
Amp
APS
ARN
bp
a-Gals
a-GOS
™M
CM-T
CM-U
DCC

DNS

dNTPs
DTT
EC
EDA
EDTA

Endo H

EPI

Microgramo

Microlitro

Micromol

Grados Celsius

Absorbancia

Acido desoxirribonucleico
Alcohol deshidrogenasa 2
Resistencia a ampicilina
Persulfato amonico

Acido ribonucleico

par-base

a-Galactosidasas
a-Galacto-oligosacaridos
Medio Completo

Medio Completo sin triptéfano
Medio Completo sin uracilo
Disefio Compuesto Central
Acido 3,5-dinitrosalicilico
Desoxinucledtidos trifosfato
Ditiotreitol

Cddigo de clasificacion de enzimas

Etilendiamina
Acido etilendiamino tetra-acético
Endoglicosidasa H

Epiclorohidrina
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FDA

FEDNA

Gal’'Man;
Gal**Man;
GH

GRAS

His

HPLC

IDA

IMAC

IUPAC

IUBMB

Kb

KDa

LB

Lys

MET
mg

min
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Administracién de alimentos y medicamentos de los Estados
Unidos (Food and Drug Administration)

Fundacion Espafiola para el Desarrollo de la Nutricion Animal
Gramo

6'-mono-a-D-galactopiranosil-B-1,4-manotriosa

6°, 6*-di-a-D-galactopiranosil-p-1,4-manopentosa

Glucésido Hidrolasa

Generalmente reconocido como seguro (Generally
Recognized As Safe)

Hora
Histidina

Cromatografia liquida de alta resoluciéon (High Preformance
Liquid Chromatography)

Acido iminodiacético

Cromatografia de afinidad de metal quelado inmovilizado
(Immobilized Metal-chelate Affinity Chromatography)

Unidn internacional de quimica pura y aplicada (International
Union of Pure and Applied Chemistry)

Unidn internacional de bioquimica y biologia molecular
(International Union of Biochemistry and Molecular Biology)

Kilobase

KiloDalton

Litro

Luria-Bertani

Lisina

Molar

Microscopia Electronica de Transmision
Miligramo

Minuto



mL
mM
MSR
ng
nm
ODésoo
ORF
ONPG
Ori

PAGE

PCR

PEG

pH

PK,
PNPG
Poli-His

RFOs

rpm
s
ScAGal

SCP

SDS

TE
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Mililitro

Milimolar

Metodologia de Superficie de Respuesta
Nanogramo

Nandmetro

Densidad optica a 600 nm

Pauta de lectura abierta (Open Reading Frame)
o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido

Origen de replicacion

Electroforesis en gel de poliacrilamida (PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis)

Reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain
Polymerase)

Polietilenglicol

Potencial de hidrégeno

Constante de disociacion acida
p-nitrofenil-a-D-galactopirandsido
Etiqueta de purificacion de 6 His

Oligosacéridos de la familia de la rafinosa (Raffinose Family
Oligosaccharides)

Revoluciones por minuto
Segundo
o-galactosidasa de Saccharomyces cerevisiae

Proteina de origen unicelular (Single Cellular Protein).
Complemento alimenticio proteico obtenido de cultivos de
microorganismos.

Dodecil sulfato sddico

Tris-EDTA
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TEMEZ
TLC
Trp

U

WPC

X-gal

YNB

N,N,N’,N’-tetrametil-etilenodiamina

Cromatografia de capa fina (Thin-Layer Chromatography)
Triptéfano

Unidad enzimatica

Concentrado de Proteinas de Suero (Whey Protein
Concentrate)

5-Bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido

Base nitrogenada para levaduras (Yeast Nitrogen Base)
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Maria E. Alvarez Cao
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N . . . 03/02/2004
sanitaria. Universidade de Vigo.
Actividades anteriores de caracter Cientifico-Profesional
Puesto Institucion Fechas
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Escuela de Ingenieria Bioquimica,
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Puesto Institucién Fechas
Beca de Formaciéon de Tecndlogos vy . o ,
. _~ .. | Estacidn de Viticultura e Enoloxia de | 18/07/2007-
personal de apoyo a la investigacién .
] . . Galicia. 28/12/2007
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Publicaciones

Agustin Rico-Diaz, Maria-Efigenia Alvarez-Cao, Juan-José Escuder-Rodriguez, Maria-Isabel
Gonzalez-Siso, M. Esperanza Cerdan & Manuel Becerra. Rational mutagenesis by engineering
disulphide bonds improves Kluyveromyces lactis beta-galactosidase for high temperature
industrial applications. Sci Rep. 2017 Mar 31;7:45535. doi: 10.1038/srep45535.
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Becerra. Optimization of the production of Saccharomyces cerevisiae a-galactosidase and its
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Titulo del proyecto: Biologia estructural de la sefalizacidn por inositol. Inositol fosfato kinasas:
regulacién, reconocimiento del sustrato y disefio de farmacos.

Entidad financiadora: MINISTERIO DE CIENCIA E INNOVACION (BFU2008-02897/BMC).
Duracion, desde: 2009 hasta: 2011.

Investigador responsable: Dra. Beatriz Gonzalez Pérez.

Participacion en proyectos de I1+D+i de especial relevancia con empresas y/o
administraciones publicas (Nacionales y/o Internacionales)

Titulo del contrato/proyecto: Mecanismos moleculares de reconocimiento e hidrdlisis de
carbohidratos: estructura de glicosidasas modulares y de sus complejos con oligosacaridos
mediante cristalografia de proteinas.

Empresa/administracién financiadora: Nacional Inv. Cientifica y Desarrollo Tecnoldgico
Bio2010-20508-C04-03.

Duracion, desde: 2009 hasta: 2011.

Investigador responsable: Dra. Julia Sainz Aparicio.

Contribucion a congresos

Autores: M2 Efigenia Alvarez Cao, M2 Esperanza Cerdan Villanueva, M2 Isabel Gonzalez Siso,
Manuel Becerra Fernandez.

Titulo: Revalorizacién del suero de leche como sustrato para la produccién heterdloga de a-
galactosidasa de Saccharomyces cerevisiae por Kluyveromyces lactis.

Tipo de participacién: Pdster.
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Congreso: Conferencia final Susmilk: Soluciones para la fabricacidn sostenible de lacteos.
Publicacidn: Libro de resimenes online http://www.greendairy.net/map.php.
Lugar celebracidn: Santiago de Compostela Fecha: 22-23 Septiembre 2016.

Autores: M2 Efigenia Alvarez Cao, M2 Isabel Gonzalez Siso, Manuel Becerra Fernandez

Titulo: Optimizacién del proceso productivo de la enzima a-galactosidasa de Saccharomyces
cerevisiae.

Tipo de participacidn: Pdster.

Congreso: XXXVIII Congreso de la Sociedad Espafiola de Bioquimica y Biologia Molecular.
Publicacion: Libro de resimenes online http://www.sebbm.com/xxxviiicongreso/.

Lugar celebracidn: Valencia Fecha: 7-10 Septiembre 2015.

Autores: M2 Efigenia Alvarez Cao, M2 Esperanza Cerdan Villanueva, M2 Isabel Gonzélez Siso,
Manuel Becerra Fernandez.

Titulo: Producciéon vy caracterizacion de la enzima a-galactosidasa de Saccharomyces
cerevisiae.

Tipo de participacidn: Poster.

Congreso: XXXVII Congreso de la Sociedad Espafiola de Bioquimica y Biologia Molecular
Publicacidn: Libro de resimenes online http://www.sebbm.com/xxxviicongreso/.

Lugar celebracidn: Granada Fecha: 9-12 Septiembre 2014.

Autores: M2 Efigenia Alvarez Cao, M2 Esperanza Cerdan Villanueva, M2 Isabel Gonzalez Siso,
Manuel Becerra Fernandez.

Titulo: Construccidon de una cepa de Kluyveromyces lactis productora de a-galactosidasa de
Saccharomyces cerevisiae.

Tipo de participacidn: Pdster.

Congreso: XXXVI Congreso de la Sociedad Espafiola de Bioquimica y Biologia Molecular
Publicacion: Libro de resimenes online http://www.sebbm.com/xxxvicongreso/.

Lugar celebracion: Madrid Fecha: 4-6 Septiembre 2013.

Cursos y Seminarios

EIB821: Biocatalisis aplicada y biotransformaciones, dictado por el Dr. Gregorio Alvaro,
profesor asociado del Departamento de Ingenieria quimica, biolégica y ambiental de la
Universidad Autdonoma de Barcelona. Escuela de Ingenieria Bioquimica, Pontificia Universidad
Catolica de Valparaiso, Chile. 16/08/2016-09/09/2016 (12 h)

Seminario de postgrado “Expanding the industrial use of Robust Oxidative Biocatalysts for the
conversién and production of alcohols”, dictado por el Dr. Gregorio Alvaro, profesor asociado
del Departamento de Ingenieria quimica, Bioldgica y Ambiental de la Universidad Auténoma
de Barcelona. Escuela de Ingenieria Bioquimica, Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso,
Chile.31/08/2016 (1h).

X Curso Latinoamericano de Biotecnologia. Escuela de Ingenieria Bioquimica, Pontificia
Universidad Catdlica de Valparaiso, Chile. 24-29/07/2016 (21 h)

Curso tedrico-practico sobre cromatografia de proteinas con el sistema de NCG Quest 10 Plus.
Bio-Rad Laboratorios, S.A., 16-18/02/2016 (20 h).
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Taller sobre “Some tips for writing scientific papers”, Dr. Alejandro Martinez Abrain, Facultad
de Ciencias - Universidade de Corufia (UDC), 14/01/2016 (4 h).

Analisis de datos con SPSS: Nivel inicial. Curso organizado por la Vicerreitoria de Titulos,
Calidade e Novas Tecnoloxias y el Centro Universitario de Formacion e Innovacidon de
Educativa (CUFIE) da Universidade da Corufia. 10-12/12/2014 (15 h)

Recursos y utilidades documentales para la Tesis y otros trabajos académicos. CUFIE.
Universidade da Corufia. Curso organizado por el Servizo de Biblioteca Universitaria Seccion
de Informacién e Coordinacion da Universidade da Corufia (UDC). 19/03/2014 (10 h).

Introduccion a la cromatografia de gases. Agencia Estatal Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas, Madrid. Curso organizado por el Gabinete de Formacién de la Agencia Estatal del
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). 9-13/05/2011 (25 h).

Cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas. Curso organizado por el
Gabinete de Formacién de la Agencia Estatal del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC). 18-21/10/2010 (26 h).






