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1. a-galactosidasas y sus aplicaciones biotecnoldgicas

Las a-galactosidasas o melibiasas pertenecen al amplio grupo de las glucésido hidrolasas
o carbohidrasas que presentan la capacidad de hidrolizar el enlace glicosidico de los diferentes
azucares, los carbohidratos. Los carbohidratos son las biomoléculas mas abundantes de la
materia viva y representan una gran parte de la fuente de carbono de la biosfera y por lo tanto,
también pueden llegar a ser una fuente importante de energia renovable. Las a-galactosidasas
se clasifican segun los Comités 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 indica el tipo de sustrato. Una clasificacion complementaria
a la anterior, es la de Henrissat y colaboradores, disponible en internet en el servidor CAZy
(Carbohydrate Active enZymes) que las diferencia en las familias GH4, GH27, GH36, GH57,
GH97 y GH100 (Henrissat, 1991; Henrissat et al., 1993).

La a-galactosidasa (a-Gal) cataliza la hidrdlisis de residuos de galactosa unidos por
enlaces o(1,6)glicosidicos de oligosacéridos sencillos como la melibiosa, rafinosa y
estaquiosa, y de galactomananos poliméricos que son polimeros de manosas con
ramificaciones de galactosas. Estos oligosacaridos se encuentran en las vacuolas de la
mayoria de los vegetales, como son principalmente, la cafia de azUcar y la remolacha
azucarera, 0 la soja y derivados de leguminosas, productos muy utilizados tanto en

alimentacion humana como animal.

La actividad catalitica de la a-Gal posee gran interés biotecnologico porque puede ser

aplicada en numerosos sectores industriales.

Industria Azucarera. La actividad o-Gal es principalmente usada en la elaboracion del azlcar

de mesa y el caramelo para mejorar la cristalizacion de la sacarosa al permitir la hidroélisis
de oligosacéridos de la familia de la rafinosa (RFOs) presentes en la materia prima, que
puede ser la cafia de azucar o la remolacha azucarera. Otra aplicacion en esta area es la
sintesis enzimética de ciertos azucares a través de la reaccion reversa de la enzima
(reaccion de transglicosilacion) como la obtencion de tagatosa a partir de oligosacéridos
de la soja, un monosacarido natural, con mayor poder edulcorante y menos calorico que la

sacarosa, que se utiliza como edulcorante funcional (Kim et al., 2009).

Suplemento alimenticio. La mayoria de los mamiferos carecen de o-Gal pancreéatica, de

manera que los carbohidratos complejos presentes en muchos alimentos no pueden ser

digeridos en el sistema digestivo y son fermentados por la microflora intestinal
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produciendo gases que generan flatulencia y otros desoérdenes de mayor orden. Aunque no
estd demostrado cientificamente el efecto del enzima tras su ingesta, si su potencial
beneficioso, se estan comercializando comprimidos que contienen a-Gal del hongo
Aspergillus niger, como es el caso del suplemento alimenticio BEANO-UTM Medical
Group (Levine B. et al., 2004). La empresa BIO-CAT (Virginia, EEUU) comercializa o-
Gal de A. niger como suplemento liquido para alimentacion animal que permite aumentar
el aprovechamiento energetico de los piensos.

Aditivo alimentario. Los galactomananos son afiadidos a muchos productos porque permiten

modificar su textura y consistencia sin afectar a las caracteristicas propias del mismo. La
eliminacién de residuos de galactosa de estos polisacaridos o “gomas” mejora sus
propiedades de gelificacion, lo que amplia su uso no sélo como aditivos alimentarios, sino
también en cosmética y farmacia (Oliva M. et al., 2010; Simila et al., 2010).

Sector bioenergia. Los productos de desecho agricolas, como las melazas de la industria

azucarera y derivados de la industria de las legumbres, suponen un problema
medioambiental debido a su elevada degradacion y contaminacion. Uno de los campos de
aplicacion con mayor futuro y rentabilidad es su degradacion acoplada a la produccién de
bioetanol, donde Brasil destaca como pais pionero y de mayor produccién, (Argueso JL.
et al, 2009). El bioetanol presenta un abanico de posibilidades de uso, como
biocombustible, en desinfectantes sanitarios, en productos cosméticos y en la produccion
de bebidas alcoholicas. El uso de a-Gal puede mejorar la utilizacion de estos productos
biodegradables empleados como materia prima para la produccién de etanol y/o biomasa
(SCP) a través de la fermentacion alcoholica llevada a cabo por S. cerevisiae (Takakuwa
et al., 2006).

Sector farmacéutico. Una de las aplicaciones farmacoldgicas de o-Gal maés

importante es el desarrollo de tratamientos para la enfermedad de Fabry, trastorno de
almacenamiento lisosomal hereditario ligado al cromosoma X, causada por mutaciones en
el gen que codifica para la enzima o-Gal A, que conlleva a la acumulacion de
glicoesfingolipidos (globosidos, galabiosilceramida y isoglobdsidos). La terapia de
reemplazo de la enzima estd aceptada pero su eficacia es discutida y se estan estudiando
nuevas estrategias como el uso de chaperonas para estabilizar la a-Gal A y la reduccién de
glicoesfingolipidos (Yu Y. et al., 2014; Porubsky S. et al., 2014). También, es de gran
interés para la industria farmacoldgica la posibilidad de conversion entre grupos
sanguineos ABO, donde es determinante las diferencias estructurales de los polisacaridos

presentes en la superficie de los eritrocitos. Algunas a-Gals de plantas pueden eliminar los


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24783948
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Porubsky%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24992926
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residuos de galactosa terminal unidos por enlaces o(1,3) de donantes de sangre tipo B
para generar sangre de tipo serolégico O (Zhu et al., 1994; Singh N. et al., 2012).

Teniendo en cuenta todas las virtudes atribuidas a la actividad de la o-Gal, y dado que
muchas de las aplicaciones estan relacionadas con el procesamiento de alimentos, es de
esperar que el organismo productor de enzima debe ser seguro o GRAS (Generally
Recognized As Safe), como lo es Saccharomyces cerevisiae. Asi pues, uno de los objetivos
principales de este trabajo es determinar la habilidad de la a-Gal de S. cerevisiae producida
por una cepa de S. cerevisiae recombinante para hidrolizar RFOs muy util en la industria

alimentaria y en la elaboracion de piensos.
2. a-Galactosidasa de Saccharomyces cerevisiae

La a-galactosidasa de S. cerevisiae (EC 3.2.1.22) pertenece a la familia GH27 y es
transcrita por el gen MEL1 que contiene 1413 pb que codifican para una proteina de 471
aminoéacidos. La proteina atraviesa una ruta de secrecion donde es altamente glicosilada y
dirigida a la membrana extracelular gracias a la presencia de un péptido sefial del8
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 proteina asociada a las membranas. Al ser una enzima
extracelular facilita su produccion y purificacion sin necesidad de dafiar las células, las cuales

pueden ser utilizadas para otros fines como la produccién de biomasa (SCP).
2.1. Produccion y propiedades fisico-quimicas

En trabajos previos en el laboratorio de Bioguimica y Biologia Molecular de la Facultad
de Ciencias de la Universidade da Corufia una a-galactosidasa recombinante de S. cerevisiae
(SCAGAL) expresada en una cepa de S. cerevisiae mostro una actividad total entre 10-20
U/ml y una actividad extracelular de 3.4-7.8 U/ml durante las 36-54 horas de cultivo llegando
a alcanzar valores en torno a 32 U/ml y 18.7 U/ml, respectivamente, en fases mas tardias de
crecimiento (Fernandez-Leiro R., 2011). Teniendo en cuenta que la cantidad de enzima que
libera la célula al exterior estd muy influenciado por el ambiente extracelular que la rodea, en
este trabajo se llevo a cabo un seguimiento del cultivo de la cepa recombinante que expresa la

ScAGal como paso previo a la purificacién de la proteina para alcanzar la mayor produccion


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Singh%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22385353
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de enzima, en términos de unidades de actividad enzimatica, necesaria para su estudio de

especificidad por sustrato.

El pH 6ptimo de la enzima es 4 pero es estable en un rango de 2-7.5, la temperatura
optima es 40°C y presenta cierta termoestabilidad con una vida media de 14 horas a 50°C, de
30 minutos a 60°C y de tan solo 5 minutos a 70°C (Fernandez-Leiro R., 2011). Tanto el pH
como la temperatura son variables importantes a tener en cuenta durante los procesos
biotecnoldgicos, altas temperaturas (65-70°C) son necesarias en tratamientos como la
pasteurizacion de la leche de soja, el refinado del azucar o la produccién de piensos, por eso
supone una ventaja afiadida que la enzima sea termoestable. Existen procedimientos
documentados que pueden mejorar esta condicion como es la inmovilizacion de enzimas y
que se plantean para la mejora de la caracteristicas de la SCAGAL pero que no se tratan en
este trabajo (Makowski et al. 2006; Lee J. et al., 2013; Singh N. et al., 2014; Abo-Elmagd H.
., 2014). Estudios de inhibicion muestran que la SCAGAL es sensible a concentraciones de 1
mM de sales de los metales Ca?*, Mn** y Zn*" y presenta inhibicién competitiva por aztcares

como la galactosa, glucosa y melibiosa (Fernandez-Leiro R., 2011).

La ScAGAL 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 (Ferndndez-
Leiro R. et al., 2010). Actualmente, los estudios de caracterizacion de a-Gals reportan datos
cinéticos no soélo para el PNPG y otros sustratos sintéticos, sino también para rafinosa,
estaquiosa y galactomananos, (Fialho Lda S. et al., 2008; Singh N.1. et al., 2012; Katrolia P.
et al., 2012; Du F. et al., 2013; Du F. et al., 2014). Aunque en este trabajo no se incorporan
datos de la cinética enzimatica de los sustratos ensayados, es necesario afadir el interés por

completar dichos parametros.
2.2. Estudio de la especificidad de sustrato

La SCAGAL rompe los enlaces galactosil terminales del sustrato sintético PNPG y los
oligosacaridos naturales como la 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
obtencion de galactomano-oligosacaridos a partir de galactomananos complejos de origen
natural es complicada y a menudo se necesita recurrir a la actividad de otras enzimas, las p-

mananasas (Kasukabe 1. et al., 1986). Los galactomano-oligosacaridos estan formados por


http://ajas.info/articles/search_result.php?term=author&f_name=Jaekoo&l_name=Lee
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Singh%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22385353
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una cadena principal de B-1,4-D-manosas unidos a residuos o-D-galactosil a través de la
posicion O-6 (OH- del carbono 6 de la hexosa). Hay varios trabajos que reportan estudios de
especificidad de sustrato de a-Gals utilizando galactomanosacaridos como Gal®Man; (6°
mono-a-D-galacto-piranosil-p-1,4-manotriosa) y Gal*Man, (6°-mono-a-D-galactopiranosil-p-
1,4-manotetraosa) por aportar un residuo de galactosa unido al extremo no reductor y una
galactosa unida en posicion interna de la cadena principal del oligosacérido, respectivamente
(Kaneco R. et al, 1990; Kaneco R. et al, 1991; Shibuya H. et al., 1995; Yoshida S. et al 1997,
Wook-Dong K. et al. 2003). De tal manera, que las a-Gals son clasificadas en tres grupos en
funcién de su especificidad de sustrato, un primer grupo que liberan la galactosa que ataca a la
manosa no reductora pero no liberan los residuos de galactosa internos; un segundo grupo que
liberan residuos unidos a posiciones internas pero no residuos terminales; y un tercer grupo
que libera tanto residuos internos como terminales. Las a-Gals de levaduras eliminan el
residuo de galactosa terminal pero es incapaz de hidrolizar galactosas que atacan a residuos de
manosa internos de oligosacaridos y galactomananos, (Yoshida S. et al 1997). Sin embargo,
no esta documentado que puedan hidrolizar la galactosa terminal unida a la manosa reductora
de galactomanosacaridos, por ello, el objetivo principal de este trabajo es la caracterizacion de
los productos de hidrolisis liberados por la SCAGAL de galactomanosacaridos para confirmar
el grupo al que pertenece. Por otro lado, como se puede apreciar en las referencias aportadas,
hay muchos estudios sobre a-Gals de diferentes origenes, por lo que surgio un interés por
localizar aquellas disponibles en el mercado para realizar un andlisis comparativo con la
ScAGAL. Las més accesibles fueron, la a-Gal de Aspergillus niger, que libera residuos de
galactosas internos pero no terminales, y la a-Gal de Cyamopsis tetragonoloba (planta de
guar), que actua sobre el galactomanano de guar (Kaneco R. et al., 1991; Overbeeke N. et al.,
1990).

La dificultad de obtener galactomanosacaridos con uniones a galactosa en las posiciones
de interés, conlleva a recurrir a la actividad de enzimas como la B-manosidasa, para
hidrolizar previamente otros galactomanosacaridos (Kasukabe 1. et al., 1990). La B-
manosidasa de Helix pomatia es una glicosidasa que hidroliza los enlaces B(1-4) de residuos
D-manosil de galactomananos, glucomananos y galactoglucomananos. En concreto participa
en la eliminacion de la manosa del extremo no reductor de B-1,4-mano-oligosacéridos hasta
alcanzar un punto de ramificacion, por lo tanto, no puede hidrolizar el enlace con un residuo
D-galactosil (McCleary et al. 1981, McCleary 1982). Los galactomanosacéaridos utilizados en

este trabajo, Gal'Man; (6'-mono-o-D-galacto-piranosil-p-1,4-manotriosa) y Gal**Mans
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(6% 6°-di-a-D-galactopiranosil-p-1,4-manotetraosa), necesitaron ser tratados previamente con
la B-manosidasa de Helix pomatia para poder obtener un sustrato con una galactosa en la

posicion no reductora de la cadena principal (Tabla 1).

Tabla 1. Estructura de los sustratos susceptibles de hidrélisis de a-Gals y f-manosidasa

ENLACES
SUSTRATO ESTRUCTURA HIDROLIZADOS
a-PNPG a-D-Gal-1-p-nitrofenol Gal — PNPG
<
Melibiosa a-D-Gal-(1,6)-a-D-Glc Gal - Glc
()
Rafinosa a-D-Gal-(1,6)-a-D-Glc-(1,2)-B-D-Fru) Gal - Glc - Fru
> A
Estaquiosa a D-Gal-(1,6)-0-D-Gal-(1,6)-0-D-Glc-(1,2)-B-D-Fru Gal — Gal - Glc - Fru
~» A
Gal'*Man; Galal Gal
l >|
6 M-M-M
Manp1-4Manf1-4Man N A
Gal**Mans Galal Galol Gal Gal
l l >|>]
6 6 M-M-M-M-M
Manp1-4Manp1-4Manp1-4ManfB1-4Man N
- Enlaces hidrolizados por o-Gal M: Manosa reductora del galactomanosacarido
-> Enlaces hidrolizados por B-manosidasa M: Manosa no reductora del galactomanosacarido

3. Una herramienta util: cromatografia de capa fina

La cromatografia de capa fina (TLC) es una de las primeras técnicas cromatograficas
utilizadas que esta recuperando su interés por ser una técnica simple, rapida y barata que
ofrece la posibilidad de observar todos los componentes de una reaccion de hidrolisis o
sintesis de productos siempre que éstos puedan ser separados (Ishiguro M.et al., 2001; Li S. et
al., 2007; Singh N. et al., 2012; Katrolia P. 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 TLC consiste en tres pasos, colocacion del punto de la muestra mediante un capilar en
un extremo de la placa de gel de silice (fase estacionaria, muy polar), desarrollo a través de
un sistema solvente volatil donde el desplazamiento de los componentes de la muestra es
inversamente proporcional a su polaridad, y finalmente, el revelado para detectar las manchas
0 spots que corresponden a los componentes de la muestra. Una vez revelado, podemos
determinar el valor de Rf (coeficiente de reparto) como la distancia recorrida por la sustancia
dividida por la distancia recorrida por el disolvente, que representa la posicion de un
compuesto. Es algunos casos, es recomendable un pre-equilibrado de la placa en el sistema
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solvente antes de la colocacion de las muestras

|« rrenedel  para reproducir los resultados que alargaria el

solvente

___|__cemodela proceso cromatografico (Figura 1). La dificultad

mancha-spot
e que atafie a este tipo de técnica, es que algunos
l componentes pueden presentar polaridades
- [, LRI o S +«— Muestra L . . . .
! | similares apareciendo bajo el mismo punto. Si se
e \ RI=Y/X S1
utiliza un disolvente de desarrollo demasiado

Componente mas polar

polar, todos los componentes en la mezcla se

Componente menos polar —

moveran junto con el disolvente (Rf demasiado

grande) y si su polaridad es demasiado baja no se

Figura 1: Representacion esquematica del ~Mmueven lo suficiente (Rf demasiado pequefio),

analisis por TLC. 1. Pre-equilibrado de la placa,
2. Aplicacion de las muestras, 3. Desarrollo del

sistema, 4. Revelado y calculo de los Rf.  de |]a muestra no se separaran bien. Las mezclas
Imagen modificada (Manucci F., 2009).

en cualquiera de los dos casos, los componentes

de carbohidratos pueden ser separadas a través
de diferentes sistemas de solventes como 1-propanol-nitrometano-agua, cloroformo-metanol-
agua o 1-propanol-acido acético-agua, utilizados como fase mdvil, y posteriormente ser
detectados por revelado con diferentes combinaciones de acido sulfdrico concentrado y
alcoholes (Kaneco R. et al, 1990; Kaneco R. et al, 1991; Shibuya H. et al., 1995; Yoshida S.
et al 1997; Wook-Dong K. et al. 2003; Singh N.L. et al., 2012; Katrolia P. et al., 2012). Este
trabajo pretende optimizar el sistema solvente y revelador utilizado en el analisis por TLC que
aporte resultados satisfactorios en términos de resolucion y movilidad de los productos
detectados, y ausencia de artefactos provocados por el revelado de las placas. Todos los
autores mencionados utilizan la TLC como método cualitativo para la caracterizacion de los
sustratos ensayados pero también podria ser posible su semicuantificacion o cuantificacion
mediante la preparacion de soluciones de patrones de concentracion conocida y utilizando
programas informaticos. Esto podria tener gran interés en estudios de transglicosilacion donde
se facilitaria el anélisis del nimero de muestras experimentales para finalmente determinar las
condiciones dptimas de produccion de a-galacto-oligosacaridos (a-GOS). En este trabajo, se
ha utilizado esta técnica s6lo como método cualitativo de la especificidad de sustrato de la
ScAGAL y comparativo utilizando otras a-Gals disponibles en el mercado, los casos de
cuantificacion se realizaron mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Singh%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22385353
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OBJETIVOS

En el presente Proyecto Fin de Master se proponen los siguientes objetivos:

Produccion y purificacion de la a-galactosidasa de Saccharomyces cerevisiae con el
fin de obtener la mayor cantidad de proteina purificada para llevar a cabo el estudio de

caracterizacién de sustratos.

. Caracterizacion mediante cromatografia de capa fina (TLC) y cromatografia liquida de

alta resolucion (HPLC) de la especificidad de sustrato de la a-galactosidasa de
Saccharomyces cerevisiae utilizando los galactosacaridos naturales melibiosa, rafinosa

y estaquiosa, y el galacto-oligosacarido complejo, galactomanano de algarrobo.

Estudio comparativo de especificidad de sustrato con otras a-galactosidasas
disponibles en el mercado, la a-galactosidasa de Aspergillus Niger y la a-galactosidasa
de Cyamopsis tetragonoloba, mediante andlisis de los productos de hidroélisis por
TLC.
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1. Material bioldgico

El plasmido recombinante, formado por el vector de expresion YEpFlag-1 (Eastman
Kodak Company) en el que se le integrd el gen MEL1 que codifica la a-galactosidasa de S.
cerevisiae (SCAGAL) (Fernandez-Leiro R. et al., 2010), fue necesario transformarlo y
amplificarlo en la cepa bacteriana de Escherichia coli XL-Blue con genotipo: recAl endAl
gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F'proAB laclgZDM15 Tnl0 (Tetr)] (Stratagene
Cloning Systems). EI hospedador utilizado como sistema de expresion de proteinas fue la cepa
de la levadura S. cerevisiae BJ3505, genotipo: pep4:: HIS3, prb-41.6R HIS3, lys2-208, trpl-
A101, ura 3-52, gal2, canl (Eastman Kodak Company).

Las bacterias transformadas con el plasmido se conservaron a 4°C en placas Petri con
medio de cultivo LB (Luria-Bertani) suplementado con ampicilina (ver apartado 3) para la
seleccidn de las colonias transformantes. Las levaduras se conservaron también a 4°C, la cepa
silvestre en placas con medio de cultivo YPD (ver apartado 3) y las recombinantes, en medio
de cultivo CM-TRP (Medio Completo sin triptéfano, ver apartado 3) porque la cepa es
auxotrofa para el aminoacido triptéfano y el vector utilizado presenta el marcador de
seleccion TRP. En el caso de las levaduras, tanto silvestres como recombinantes, se llevaron a
cabo resiembras periddicas cada 30 dias y también se almacenaron a -80°C en viales de

cultivo liquido con 50% de glicerol.
2. Vector de expresion

El vector de expresion de levaduras YEpFlag-1, [ampr ori 2u FLAG TRPI], (Eastman
Kodak Company), digerido con las enzimas de restriccion Nru | 'y Bgl Il, fue utilizado para
clonar por recombinacién homdloga, la ORF completa del gen MEL1 fusionada a una
secuencia de 6 histidinas (6His) en su extremo carboxilo terminal (Fernandez-Leiro R. et al.,
2010). La cola de 6His es utilizada para facilitar la posterior purificacion de la SCAGAL. De
esta manera, se eliminaron la sefial de secrecion (o-Factor) y el péptido Flag del vector

propiamente dicho, generandose la construccion YEpMEL1His (Figura 2).

YEpPMELZ1His presenta el promotor de la alcohol deshidrogenasa (ADH2), reprimido por
glucosa, el terminador transcripcional CYCL, la region 2 micron (2u) y el marcador de
seleccion TRP1 para la replicacion y seleccion en S. cerevisiae y un origen de replicacion
bacteriano (ori) y el gen de resistencia a la ampicilina (ampr) para su replicacion y seleccion

en bacterias. EI gen MEL 1 integro contiene una secuencia sefial de secrecion enddgena en
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posicion 5 que codifica para el péptido sefial que permite la secrecion de la proteina al medio
extracelular.
v ¥

Nru | = =

1
I Ol FACTOR | FLAG | MCS

EcoR I
Xho1
Smal
BamH 1
Apal
Sac

Figura 2.  YEpFlag-l1 vy
YEpMEL1His. La construccion
_ ) YEpMEL1His, generada a partir
Y'(Esps)'vég"plbk)"s del vector YEpFlag-1, fue

empleada para expresar la
ScAGAL, (Fernandez-Leiro R.,
2010).

3. Medios y condiciones de cultivo

La composicién de los medios de cultivo se describe en la Tabla 2. En todos los casos, los
medios se prepararon con agua destilada, fueron suplementados con 1.5% de agar
bacterioldgico cuando se requerian medios solidos en placas Petri y se esterilizaron en un
autoclave durante 20 minutos a 120 °C y 2 Ba de presion. Los crecimientos de todas las cepas
se realizaron en cultivos discontinuos en medio liquido en matraces Erlenmeyer con agitacion
de 250 r.p.m. y se incubaron a una temperatura de 37°C y 30°C para bacterias y levaduras,

respectivamente.

El medio de cultivo para bacterias fue suplementado con 100 pg/ml de ampicilina después
de ser autoclavado para evitar su degradacién y se mantuvieron entre 55-60 °C en el caso de la
preparacion de cultivos solidos para evitar su gelificacion. Este tipo de medio permite la
seleccion de los clones transformados con el vector YEpMEL1His, el cual posee el gen de
resistencia al antibiotico (Ampr). EI gen Ampr codifica para una enzima localizada en el
espacio periplasmico que cataliza la hidr6lisis del anillo B-lactdmico del antibiético que inhibe
la formacion de la pared bacteriana. La solucion madre de ampicilina se prepara con agua

destilada esteril y se conserva en alicuotas a una temperatura de -20°C.

El medio YPHSM modificado esta indicado para mejorar la estabilidad de las proteinas
expresadas en levaduras (Eastman Kodak Company). Ademas, el alto contenido en nutrientes
facilita la produccién de grandes cantidades de proteina y ante un promotor reprimido por

glucosa, como es el promotor de la ADH2 que posee la construccion YEpMELZ1His, la
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composicion del medio permite que la expresion de la proteina comience a altas densidades
de cultivo.

Las condiciones de cultivo Optimas para la maxima expresion de ScCAGal en la cepa de S.
cerevisiae BJ3505 se establecieron realizando cultivos por triplicado de 20 ml en YPHSM
durante 144 horas. Durante el seguimiento de los cultivos, se recogieron muestras cada 24
horas para determinar la curva de crecimiento celular y la actividad enzimatica. Los estudios
de caracterizacion de la ScAGal se llevaron a cabo a partir de proteina purificada expresada
en cultivos de 400 ml en las condiciones establecidas. En todos los casos, primero se prepard
un cultivo iniciador en CM-TRP a partir de las colonias recombinantes aisladas de placa o de
viales de cultivo liquido conservados a -80°C y en medio selectivo durante 24 horas. Los
cultivos de YPHSM se prepararon en matraces Erlenmeyer de 1 L de capacidad para permitir
una buena aireacion (1:5, v/v) y favorecer el metabolismo respiratorio frente al fermentativo

de la levadura.

Tabla 2. Composicion de los medios de cultivo

Medios de cultivo para bacterias Soluciones para medios de cultivo
Luria- Bactotriptona 1% 200X Arginina, 29
Bertani Extracto de levaduras 0,5% Mezcla Metionina, 24
(LB) NaCl 0,5% amino Treonina 29
SOC Bactotriptona 2% acidos Isoleucina, 29
Extracto de levaduras 0.5% Fenilalanina 29
NaCl 10 mM Lisina 84
KCI 25 mM Hasta 1L
Medios de cultivo para levaduras 300X Biotina 0.6 mg
YPD Bactopeptona 0.5% Mezcla Pantotenato calcico 120 mg
Extracto de levaduras 1% vitaminas Acido félico 0.6 mg
D-Glucosa 0,5% Inositol 600 mg
YPHSM  Bactopeptona 8% Niacina 120 mg
Extrato de levadura 1% p-Amino benzoico 60 mg
Glicerol* 3% Piridoxina 120 mg
D-Glucosa* 1.5% Riboflavina 60 mg
CM-TRP  D-Glucosa 20g Tiamina 120 mg
Histidina 40 mg Hasta 1L
Leucina 40 mg 150X Sales H3;BO; 75 mg
Uracilo 40 mg traza CuSO, 6 mg
Adenina 40 mg Kl 15 mg
Tirosina 40 mg FeCl, 30 mg
YNB* 67 ml MnSO, 60 mg
Mezcla aminoécid. (200x) 67 ml Na,MoO, 30 mg
hasta 1L ZnS0, 60 mg
YNB Mezcla vitaminas (300X) 50 ml Hasta 1L
Sales traza (150X) 100 ml N ]
(NH,),S0,** 75 ¢ *La solucion se autoclava por separado y después
KH,PO, 15¢ de la esterilizacion se afiade al resto de
MgSO, 759 componentes, a una temperatura menor de 60°C y
NaCL 15¢ en condiciones esteriles.
CaCl, 15¢ **Se afiade después de disolver el resto de

componentes para evitar su precipitacion.
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4. Técnicas de biologia molecular
4.1. Introduccion de ADN en bacterias y levaduras
4.1.1. Preparacion de bacterias competentes

Las células bacterianas necesitan adquirir un estado de competencia transitorio para poder
captar material genético exdgeno del medio que las rodea. Para ello, se inocul6 1 mL de un
cultivo fresco de la cepa bacteriana en 100 mL de medio SOC vy se dejo crecer hasta alcanzar
una OD600 nm de 0.6. A continuacion, se recolectaron las células centrifugando a 5000 r.p.m.
durante 5 minutos, a 4° C, y se afladieron 40 mL de solucion TBF-1 fria (Tabla 3). Después de
una incubacion de 5 min en hielo, se centrifugaron de nuevo en frio a 5000 r.p.m. durante 5
minutos, se descartd el sobrenadante y se resuspendieron cuidadosamente en 4 mL de TBF-2,
(Tabla 3). La suspension celular se repartié en tubos ependorff y se congeld a -80°C para su
almacenamiento (Kushner, 1978). En este trabajo se utilizé la cepa XL1-Blue para amplificar

y obtener el ADN del vector YEpFlag-1 y la construccion YEpMEL1His.

Tabla 3. Soluciones para la preparacion de bacterias competentes

TBF CI;Rb 0,964 g TBF Cl,Rb 0,02 g

1 Cl;Mn 0,788 9 2 Cl,Ca 029
CH;COOK, pH 5,8 0,232¢g Glicerol 2,28 mL
Cl,Ca 0,116 g Hasta 15 mL con H,O
Glicerol 12 ml bidestilada y esterilizar
Hasta 80ml con H,O bidestilada y
esterilizar

4.1.2. Transformacion de bacterias

La transformacion de las células de E. coli XL1-Blue se llevo a cabo en condiciones de
esterilidad a partir de 20 uL. de células competentes recién descongeladas. Las células se
incubaron en hielo con 30-50 ng del ADN a transformar. Al cabo de 30 minutos, se
sometieron a un choque térmico a 42° C durante 90 segundos y a una incubacion en hielo de 2
minutos. En este caso, como el ADN que se desea introducir es un plasmido circularizado,
puede evitarse el paso de recuperacion por lo que se afiade 0,1 ml de medio LB y se plaquea

directamente en placas de LBA como medio selectivo (Sambrook et al., 1989).
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4.1.3. Extraccion de ADN plasmidico bacteriano

El método de la lisis alcalina modificado, sin adiccién de fenol-cloroformo, (Sambrook et
al. 1989) fue empleado para aislar el ADN plasmidico necesario para transformar bacterias o
levaduras. Se prepar6 un cultivo celular con 5 ml de LBA liquido, a 37° C y en agitacion toda
la noche. Al dia siguiente, se centrifugaron las células 3 minutos a 8.000 r.p.m y se
resuspendieron en 100 ul de solucién 1 (glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-CIH 25 mM,
pH 8,0) previamente enfriada en hielo. Se afadieron 200 ul de solucién 2 (NaOH 0,2 N y
SDS al 1%) preparada en el momento, se mezcla por inversion suave del tubo 5-6 veces y se
mantiene en hielo durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo, se afiadieron 150 upl de
solucion 3 (60 ml de acetato potasico 5 M, 11,5 ml de acido acético glacial y 28,5 ml de agua
destilada), se repite la inversion suave y otros 5 minutos en hielo. Los tubos se centrifugaron a
12.000 r.p.m. durante 5 minutos y se transfirio la fase superior acuosa a un tubo limpio. Se
afiadieron dos volimenes de etanol al 95% y tras incubar 5 minutos a -20°C, se centrifugaron
a 12.000 r.p.m. durante 10 minutos. Para eliminar restos de sales, se lav6 la muestra con 1 ml
de etanol al 70% y se decant6 como en el paso anterior. Las muestras se secaron al aire
durante 2 horas y finalmente, se resuspendieron en 20-30 ul en agua bidestilada estéril. El
ADN asi obtenido se uso para transformar directamente bacterias o levaduras sin necesidad de

realizar un tratamiento con ARNasa.
4.1.4. Transformacion de levaduras

La introduccion del ADN recombinante, YEpMELZ1His, en la levadura S. cereviasiae fue
realizada mediante el método One Step en condiciones de esterilidad (Chen D.C. et al, 1992).
Una colonia aislada en placa de medio YPD de la cepa BJ3505 fue utilizada para inocular un
cultivo liquido de 10 mL de YPD e incubada a 30°C durante toda la noche para alcanzar la
fase estacionaria. Al dia siguiente, se centrifugaron 250 pl de cultivo, a 5.000 r.p.m. durante 3
minutos, y las células sedimentadas se lavaron con 100 pl del tampon One Step (acetato de
litio 0.2 M, PEG 3350 40%, DTT 100 mM). Se afadieron entre 100-500 ng del ADN
transformante y 5 ul de ADN de esperma de salmon sonicado a una concentracion de 10
mg/ml (DNA carrier, Sigma-Aldrich). La mezcla se agitd vigorosamente y después de una
incubacion a 45 °C durante 30 minutos para permitir la entrada de ADN. Finalmente, se

plaqued en medio selectivo CM-TRP y se incubd a 30 °C durante 3 dias.
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4.2. Manipulacion enzimatica de proteinas: desglicosilacion con endoglicosidasa H

La ScAGal es una proteina que es altamente glicosilada durante su paso a través de la ruta
secretora celular alcanzando alrededor de un 60% de su peso molecular en glicosidos. Con la
finalidad de comprobar los tamarios de los diferentes estados moleculares se procedio a
realizar un tratamiento de la proteina pura con la enzima endoglicosidasa H (Endo H, New
England Biolabs). Esta enzima es capaz de catalizar la hidrdlisis de los residuos de azlcares
presentes en las modificaciones por glicosilacion en residuos de asparagina. Se afiadio 1 ul de
Endo H por cada 20 pg de proteina y se incubd 37°C durante 6-10 horas en el tampon de
reaccion (citrato sédico 50 mM pH 5.5). Para el analisis del peso molecular de la ScAGal
mediante SDS-PAGE se llevo a cabo la desnaturalizacion de la Endo H mediante tratamiento
térmico (10 minutos a 95°C) en presencia del tampdn de desnaturalizacion suministrado con

la casa comercial.
5. Técnicas electroforéticas
5.1. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

El andlisis de la integridad del ADN plasmidico se realiz6 mediante electroforesis en gel
de agarosa que permite la separacion de los diferentes tamafios moleculares (Sambrook et al.
1989). Como el tamafio de la construccién y del plasmido vacio ronda entre los 7-8 Kb, se
prepararon geles con agarosa (Sigma) al 0,7% (p/V) en tampén Tris-EDTA-Acetato (Tris 0,04
M, EDTA 1mM, acetato sédico 20 mM, &cido acético 30 mM). Se empled como referencia de
tamanos el marcador de peso molecular 1Kb de ADN (Fermentas). Tanto las muestras como
el marcador se mezclaron con el tampoén de carga (0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de
xilen-cianol, 30% de glicerol y en 1XTE) junto al compuesto fluorescente, se cargaron en el
gel y la electroforesis se llevo a cabo a 65 V durante 45 minutos. EI compuesto fluorescente,
GelGreen (Biotium) se intercala entre las bases de los acidos nucleicos y permite detectarlos
cuando se ilumina la muestra con luz ultravioleta. EI marcador presenta un patron de bandas
de concentracion conocida que permitié determinar la concentracion semicuantitativa de las
muestras. La visualizacion y analisis de los geles se llevd a cabo empleando un

transiluminador Molecular Imager Gel Doc XR+ (BioRad).
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5.2. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Los analisis de las muestras proteicas se realizaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) empleando un sistema Mini
Protean Il BioRad, (Laemmli, 1970). El gel separador se preparé al 8% o al 10% de
archilamida, dependiendo de los casos, y el gel concentrador al 5% de arcrilamida (Tabla 4).
Las muestras se diluyeron al 50% con tampén de carga (Tris-HCI 0,12 M pH 6,8, SDS al 6%,
glicerol 10%, 2-B-mercaptoetanol al 15% vy azul de bromofenol 0,0025%) y se
desnaturalizaron mediante una incubacion a 95°C durante 5 minutos. Como referencia de
tamafios moleculares se empled el marcador PageRuler (Fermentas). La electroforesis se
realiz6 a un voltaje constante de 200 V en tampdn de electroforesis (Tris-HCI 25 mM, glicina
192 mM, SDS 0,1% pH 8,3) y se detuvo al llegar el azul de bromofenol al extremo inferior
del gel. Los geles se tifieron en la solucidn precalentada azul de coomassie 0.1 % (Coomassie
brilliant blue) y acido acético 10% durante 10 minutos en agitacién suave (Reiner, 2006).
Después de la tincion se realizé un lavado en una solucion de &cido acético 10% para retirar el
exceso de colorante y las imagenes de los geles se recogieron en el equipo Molecular Imager
Gel Doc XR+ (BioRad).

Tabla 4. Composicion del gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Gel separador 8% 10% Gel concentrador 5%
Acrilamida:bisacrilamida 269ml  3.33ml Acrilamida:bisacrilamida 0.85 ml
Tris-HCI 1.5 M (pH 8.8) 2.5 ml 2.5ml Tris-HCI 0.5 pH 6.8 1.3ml
H20 475ml 4 ml H20 2.8 ml
SDS 10% 0.1 ml 0.1ml SDS 10% 0.05 mi
APS 10% 0.05ml  0.05ml APS 10% 0.02 mi
TEMED 0.02ml  0.02ml TEMED 0.005 ml

5.3. Electroforesis de proteinas bajo condiciones no desnaturalizantes.

Con el fin de comprobar el tamafio molecular y la pureza de la muestra en estado nativo se
realizd electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condiciones no desnaturalizantes. Las
condiciones para el desarrollo de la electroforesis fueron las mismas que en la Seccion 5.2. sin
afiadir al gel el detergente SDS. Las muestras no contenian el agente reductor 2-B-
mercaptoetanol y tampoco se hirvieron para evitar la desnaturalizacion de la proteina

oligomérica.
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6. Técnicas purificacion de proteinas
6.1. Concentracion del medio extracelular

La SCAGAL es una proteina oligomerica altamente glicosilada de aproximadamente 300
kDa en su estado nativo y cada monomero representa un peso molecular de entre 65 y 95 kDa
dependiendo del nimero de carbohidratos que permanecen unidos a ella. En su extremo
amino terminal, posee un péptido sefial endogeno que la dirige hacia el exterior de la célula,
razon por la que se ha conservado para generar la construccion YEpMEL1His (Fernandez-
Leiro R. et al.,, 2010), y poder obtener la proteina facilmente, mediante centrifugacion
preparativa, separando las células del resto del medio de cultivo. Sin embargo, el cultivo en
medio YPHSM genera muchos desechos y para eliminar parte de los restos del medio
extracelular, se realizO un paso previo mediante filtracion tangencial con el sistema
Tangential Flow Filtration System (TFF, Milipore). El tamafio de poro del sistema de
membranas utilizado fue de 10 kDa, por lo que la proteina fue retenida durante el filtrado y
concentrada hasta el volumen deseado de como maximo 100 ml. Un cultivo de medio
extracelular de 400 ml se concentro hasta 100 ml haciendo circular el mismo volumen de
tampon PBS (Phosphate Buffer Solution: Na,HPO4/NaH,PO,4, 100 mM, pH 7) que de cultivo.
Volimenes de 100 ml son mas apropiados para trabajar en los siguientes paros de

purificacion, ademas de contener una mayor concentracion de proteina.
6.2. Cromatografia de afinidad Niquel-Sepharosa

La proteina recombinante ScAGal codificada a partir de la construccion YEpMEL1His
presenta una cola de 6 histidinas en su extremo carboxilo terminal que permite su
purificacion mediante cromatografia de afinidad por unién a una columna de niquel. Se partié
de un cultivo de 400 ml de YPHSM de la cepa de levadura BJ3505 transformada con
YEpMEL1His y se dejo crecer durante 96 horas para alcanzar los valores maximos de
actividad a-galactosidasa. Las purificaciones se realizaron a partir del medio de cultivo
concentrado empleando las columnas de niquel-sefarosa comerciales His GraviTrap™
suministradas por General Electric Healthcare y el sistema AKTA prime plus (GE
Healthcare). La purificacion se realiz6 a 4°C y se guardaron alicuotas de todos los pasos para
comprobar la evolucion de la purificacion mediante medidas de actividad enzimatica, de
concentracion proteica y mediante electroforesis en gel de poliacrilamida. Después de pasar la
muestra por la columna, se realizaron 2 lavados con 10 ml de tampdn de lavado PBS 100 mM
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pH 7, NaCl 500 mM, Imidazol 25 mM (Sigma-Aldrich). La elucion de la proteina unida
especificamente a la columna se realizo con el tampdn de elucion PBS 100 mM pH 7, NaCl

500 mM, Imidazol 500 mM y finalmente fueron recogidas 4 alicuotas de 1 ml.
6.3. Concentracion de la proteina purificada

Las alicuotas recogidas de la cromatografia de afinidad analizadas en un gel SDS-PAGE
que presentaron un grado de pureza de la proteina 6ptima, se mezclaron y se procedi6 a su
dialisis y concentracion mediante centrifugacion en dispositivos de ultrafiltracion AMICON
ULTRA de Milipore. Estos presentan una membrana de ultrafiltracion en posicion vertical de
100 kDa de tamafio de corte y un volumen total de 15 mL. Durante la centrifugacion, este
sistema crea un gradiente vertical de concentracion a lo largo del tubo, por lo tanto, para
evitar la precipitacion de la proteina, la muestra se centrifugé a 2500 r.p.m. en refrigeracion y
se homogeneiz6 cada 5 minutos durante el tiempo necesario hasta alcanzar el volumen
deseado (200-500 pl).

7. Técnicas analiticas
7.1. Medida de la concentracion proteica: Método de Bradford

La concentracion proteica se determind mediante el método de Bradford que es un ensayo
colorimétrico que permite detectar cantidades de proteinas de hasta 1 pg, (Bradford, 1976). Se
afiadieron 10 pl de la muestra adecuadamente diluida a 200 ul del reactivo diluido (1:5, v/v)
Protein-assay (Bio-Rad) a una placa de microtitulacion de 96 pocillos para lector de placas.
Se utilizo el espectrofotometro con lector de placas BIO RAD Molecular Imager Gel Doc XR
programado para llevar a cabo una agitacion durante 30 segundos, incubacion de 15 minutos a
temperatura ambiente y medida de la absorbancia a 595 nm. El patron utilizado para elaborar
la recta de calibrado fue albumina de suero bovino (BSA) con cantidades de proteina
comprendidas entre 5 y 500 ug/ml. El blanco de las muestras, donde se reemplazo la enzima

por agua destilada, y el patron se trataron de la misma manera.
7.2. Determinacion de la actividad a-galactosidasa

La medida de actividad a-galactosidasa se llevd a cabo utilizando el sustrato cromogénico
p-nitrofenil-a-D-galactopiranésido (PNPG) siguiendo el método descrito por Ryan y
colaboradores (Ryan et al. 1998). EI compuesto incoloro PNPG da lugar a un producto tras su

hidrolisis que, con el cambio de pH producido al parar la reaccion enzimatica, adquiere un
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color amarillo cuantificable por un espectrofotometro y proporcional a la cantidad de sustrato
liberado. Para llevar a cabo las medidas de actividad, después de incubar muestra y sustrato 5
minutos a 40°C para que alcancen la temperatura éptima de reaccion, 110 pl de la muestra
diluida fueron afiadidos a 110 ul de PNPG 7 mM en tampon de reaccion (acido citrico 61
mM, Na;HPO,4 77 mM, pH 4). Alicuotas de 100 ul fueron recogidas a los tiempos de 2 y 4
minutos y se afiadieron directamente a 100 ul de Na,CO3 para parar la reaccion. Las muestras
se pasaron a una placa de microtitulacion de 96 pocillos y se midieron en el espectrofotometro
BIO RAD Molecular Imager Gel Doc XR a la longitud de onda de absorbancia de 400 nm,
Para determinar las medidas de actividad intracelular, fue necesario un tratamiento previo de
las muestras de cultivo para permeabilizar las células y permitir la entrada del sustrato.
Alicuotas de 1 ml del cultivo celular, se centrifugaron (5 minutos, 5000 r.p.m), se
resuspendieron vigorosamente en 200 pl de tampon de reaccion (Hepes 20 mM pH 7,5, SDS
0,002% y DTT 10 mM) con 30 ul de cloroformo y se mantuvieron a 4°C hasta iniciar el
ensayo.

La actividad enzimatica (Act.Enz.) de la o-galactosidasa se expresd en unidades
enzimaticas (U), definiéndose la unidad como la cantidad de enzima que libera un umol de p-
nitrofenol por minuto en las condiciones del ensayo (U = umol.min'l.ml'l). La cuantificacion
se realizd, aplicando la ecuacion Act.Enz. = (AAbs400/AT® x € x Vm) x Vt x F.D., derivada
de la ley de Lambert y Beer, donde AAbs400/AT® es el incremento de absorbancia por unidad
de tiempo (min™), Vm es el volumen de muestra (ml), ¢ es el coeficiente de extincion molar
del p-nitrofenol a 400 nm (18200 M™* x cm™), Vt es el volumen total de la reaccién (ml) y

F.D. el factor de dilucidon aplicado a la muestra para realizar la medida.

7.3. Caracterizacion de la especificidad de sustrato

El estudio de la caracterizacion de la ScAGal para determinar la especificidad por el
sustrato se realizd a través del analisis de los productos de hidrdlisis de diferentes glucésidos
mediante medida de actividad a-galactosidasa, cromatografia de capa fina (TLC) y
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Los sustratos utilizados fueron ¢l a-PNPG,
los galactosacaridos naturales melibiosa, rafinosa y estaquiosa, y el galactomanano de
algarrobo (Sigma-Aldrich) y los galactomanosacaridos sintéticos Gal'Man; y Gal**Mans
(Megazyme). Ademas, se utilizaron las a-Gals de A. niger y C. tetragolonoba para llevar a
cabo un estudio comparativo del seguimiento de los productos de hidrolisis que fueron

proporcionados por Megazyme.
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7.3.1. Hidrolisis enzimatica de glucdésidos con a-Gals

La reaccion de hidrdlisis con la enzima o-Gal se realizO mezclando 200 ul de una
disolucion acuosa de sustrato al 1% con 200 pl de a-Gal (2 U/ml, en el tampon adecuado de
reaccion) y se incubaron a 40 °C. El tampon de reaccion utilizado para la ScAGal y la a-Gal
de A. niger fue acido citrico 61 mM, Na,HPO,4 77 mM, pH 4; y el utilizado para la a-Gal C.
tetragolonoba fue el tampon acetato 10 mM pH 4,5. Para llevar a cabo el seguimiento, se
sacaron muestras de 50 ul a los tiempos 0, 5, 15 y 30 minutos en el caso de a-PNPG y
melibiosa; y a los tiempos 0, 0.5, 2 y 4 horas para la rafinosa, estaquiosa, Gal'Man; y
Gal**Mans. Después de cada tiempo de incubacién, las muestras se hirvieron durante 5
minutos para parar la reaccion y se mantuvieron a 4°C hasta su andlisis de actividad
enzimética, TLC o HPLC.

7.3.2. Hidrolisis enzimatica de glucdsidos con -manosidasa y ScCAGal

Para determinar la rotura de enlaces galactosa unidos al extremo no reductor de
oligosacaridos, se llevo a cabo el tratamiento previo de los galactomanosacéridos con la B-
manosidasa de Helix pomatia. Esta enzima rompe solo residuos de manosa del extremo
reductor de Gal*Man; y Gal®**Mans generandose finalmente los productos GalMan y Man, y
Gal**Man, y Man, respectivamente (Tabla 1, Apartado 2.2., Introduccién). Se afiadieron 100
ul de B-manosidasa (2.4 U/ml en tampdn acetato 5 mM, pH 4.5) a una disolucién acuosa de
los galactomanosacaridos al 1% vy se incubd a 40°C durante 24 horas. A continuacion, se
anadieron 100 pl de ScAGal (0.6 U/ml, en tampon de reaccion) a 100 pl del hidrolizado
anterior y se incub0 a 40 °C durante 24 horas. En todos los casos, se recogié una muestra a
tiempo cero de reaccion y se procedié de la misma manera que en apartado 7.3.1. para
inactivar la enzima y conservar las muestras hasta su analisis de actividad enzimatica o TLC.
También se procedio a tratar, de igual manera, el sustrato galactomanano de algarrobo para
demostrar la eficiencia de hidrdlisis sobre galactomano-polisacaridos complejos de la SCAGal

en combinacion con -manosidasa.

7.3.3. Determinacion de la actividad a-galactosidasa para los sustratos melibiosa,

rafinosa, estaquiosa y galactomanano de algarrobo

La actividad o-galactosidasa de los sustratos naturales, melibiosa, rafinosa, estaquiosa y el

galactomanano de algorrobo se determind midiendo, tras previa hidrolisis enzimatica con la
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ScAGAL, la liberacién de azlcares reductores (glucosa y galactosa). Como uno de los
productos de la hidrolisis de la rafinosa, estaquiosa y galactomanano de algorrobo es la
galactosa se utilizo el método del DNS (&cido 3,5-dinitrosalicilico), sin embargo, como la
melibiosa se escinde a glucosa y galactosa, se recurrio al kit enziméatico glucosa-oxidasa para
la medida de azucares reductores. En las muestras de galactomanano de algarrobo digeridas
previamente con la enzima [-manosidasa de Helix pomatia, la cantidad de galactosa se
cuantifico mediante la diferencia entre los azlcares reductores liberados antes y después del

tratamiento de las muestras con la SCAGAL.
7.3.3.1. Método del acido 3,5-dinitrosalicilico

La determinacion de azucares reductores después de la hidrolisis de rafinosa, estaquiosa y
galactomanano de algarrobo, se realizd mediante el método colorimétrico del acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959). Este procedimiento consiste en una
reaccion redox entre los grupos reductores de los azucares y el reactivo oxidante DNS
mantenido en exceso. Por lo tanto, mayores concentraciones de azucares reductores provocan
una mayor coloracién de la muestra cuantificable por espectrofotometria visible. Se
mezclaron 50 ul de las muestras digeridas, con 50 ul de reactivo DNS (&cido 3,5-
dinitrosalicilico 1%, tartrato sédico-potasico 40%, NaOH 1,5%), y tras hervir y enfriar las
muestras en sesiones de 5 minutos, se diluyeron con 500 ul de agua destilada. Finalmente, se
afiadieron 200 pl de cada muestra a una placa de microtitulacion de 96 pocillos para medir la
absorbancia a 540 nm en el lector de placas BIO RAD Molecular Imager Gel Doc XR. El
patrén utilizado para elaborar la recta de calibrado fue una solucion acuosa con
concentraciones de galactosa comprendidas entre 0,25 y 2 mg/ml. El blanco de las muestras,
donde se reemplazé la enzima por agua destilada, y el patron se trataron de la misma manera.
La unidad enzimética fue definida como la cantidad de enzima que libera un pmol de aztucar

reductor equivalente a galactosa por minuto bajo las condiciones de ensayo.
7.3.3.2. Método Glucosa-Oxidasa

La actividad a-galactosidasa utilizando melibiosa como sustrato fue determinada tras su
hidrolisis con SCAGAL midiendo la liberacion de glucosa mediante un kit enzimatico
glucosa-oxidasa (Sigma Aldrich). El ensayo consiste en la reaccion especifica de la enzima
glucosa oxidasa con la glucosa acoplada a la liberacion de H,O,, el cual es cuantificable por

espectrofotometria visible a una longitud de onda de absorbancia méaxima 450 nm. La
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cantidad de H,O, es proporcional a la cantidad de glucosa presente en las muestras. La
reaccion se llevo a cabo mezclando 100 pl de las muestras digeridas diluidas (1:20) con 1 ml
del reactivo Combined Enzyme-Color Reagent Solution (Sigma-Aldrich) y se incubaron a
37°C durante 25 minutos, evitando la exposicion de luz directa sobre las muestras. Después,
se tomaron 200 pl de cada muestra y se afiadieron a una placa de microtitulacion de 96
pocillos para medir la absorbancia a 450 nm en el lector de placas BIO RAD Molecular
Imager Gel Doc XR. El patron utilizado para elaborar la recta de calibrado fue una solucion
acuosa con concentraciones de glucosa comprendidas entre 0,5 y 5 mg/ml. El blanco de las
muestras, donde se reemplaz6 la enzima por agua destilada, y el patrén se trataron de la
misma manera. La unidad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima que libera 1

umol de glucosa por minuto bajo las condiciones de ensayo.
7.3.4. Cromatografia de capa fina (TLC)

La hidrélisis de los sustratos a-PNPG, melibiosa, rafinosa, estaquiosa, Gal'Man; y
Gal**Mans, y el galactomanano de algarrobo fue estudiada mediante la determinacién
cualitativa de sus productos por TLC. Todas las alicuotas de las muestras que fueron
sometidas a hidrolisis enzimatica fueron analizadas por TLC sobre placas de gel de silice
(Merck Silica Gel 60F 254, Germany). Después de dejar un margen de 1.5 cm en uno de los
extremos de la placa, se colocaron con un capilar de 2 a 8 ul de muestra con una separacion
de 7 mm entre ellas procurando concentrarla en un punto. Se prepararon soluciones acuosas al
1% de cada uno de los sustratos y de los productos esperados, como control de posicién en la
placa. Una vez colocadas todas las muestras, las placas se dejaron secar bien a temperatura
ambiente. Después, las placas se metieron dentro de la camara de TLC previamente saturada
con la mezcla del sistema solvente 1-propanol-nitrometano-agua (5:2:3, v/v) sin que éste
toque la linea de muestras, y se dejo llevar a cabo el desarrollo del sistema por
desplazamiento del solvente por capilaridad durante 1 hora. Por Gltimo, las placas se retiraron
de la camara y tras la evaporacion de todo el solvente, los azucares fueron detectados por
calentamiento tras pulverizar sobre las placas con una mezcla de metanol:acido sulfirico
(95:5, v/v) utilizado como revelador. Las imagenes y analisis de las placas fueron recogidas

empleando un transiluminador Molecular Imager Gel Doc XR+ (BioRad).
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7.3.5. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La hidrdlisis de los sustratos melibiosa, rafinosa y estaquiosa fue estudiada mediante la
determinacion cuantitativa de sus productos por HPLC utilizando la columna Sugar Pack
Waters (6.5 mm x 300 mm). Los patrones utilizados para elaborar las rectas de calibrado
fueron mezclas acuosas de melibiosa, glucosa y galactosa; y estaquiosa, rafinosa, sacarosa y
galactosa con cantidades comprendidas entre 1 y 0.0625 mg/ml, para la determinacion
cuantitativa de los productos de hidrolisis de la melibiosa y, de la rafinosa y estaquiosa,
respectivamente. Todas las muestras y patrones fueron filtrados a través de membranas de
tamarfio de poro de 0.22 micras (Millipore) y se inyectaron 15 ul en la columna. Los azUcares
se eluyeron utilizando como fase movil, agua destilada filtrada y desgasificada a un flujo de

0.5 ml.min™ y se detectaron con un Refractive Index Detector (RID) (Cienytech).

24



RESULTADOS Y DISCUSION




RESULTADOS Y DISCUSION

1. Estudio de la produccion de ScAGal
1.1. Seguimiento de la secrecion de ScAGal al medio extracelular

La construccion YEpMEL1His, con el gen completo de la a-galactosidasa de S. cerevisiae
(ScAGal) (Fernandez-Leiro R. et al., 2010), fue amplificada en la cepa E. coli XL1Blue para
obtener suficiente material genético e introducida en la cepa de S. cerevisiae BJ3505 utilizada
como sistema de expresion de proteinas. EI gen MEL1 codifica para una proteina de 471
aminoacidos que es secretada al medio extracelular en diferentes cantidades dependiendo de
las condiciones de cultivo, por lo tanto, puede quedar retenida en el interior de la célula como
un estado de proteina asociado a las membranas. El seguimiento en el tiempo de cultivos en
medio selectivo CM-TRP muestra la aparicion de actividad a-galactosidasa después de las 20
horas de incubacion alcanzandose entre los intervalos 74 y 154 horas, una media maxima de
secrecion y de actividad total de 0.53 U/ml y 1 U/ml, respectivamente (Fernandez-Leiro R.,
2010). Por ello, se eligié el intervalo temporal entre las 72 y 144 horas para llevar a cabo el
seguimiento de las medidas de actividad a-galactosidasa extracelular e intracelular en el
medio de cultivo rico YPHSM, mostrando una mejora considerable en la produccion de
proteina (Figura 4) . En este medio, la cepa recombinante secreta una media de 12 U/ml a las
96 horas de crecimiento y continla incrementando ligeramente hasta las 144 horas. La media
de la actividad total a las 96 horas es de 31 U/ml, lo que significa que la actividad extracelular
es del 40% de la actividad total disminuyendo ligeramente conforme se alcanza el periodo
méaximo de cultivo. Es por tanto, que se eligié un tiempo de crecimiento de 96 horas para
llevar a cabo la expresion maxima de proteina y proceder a su purificacion, necesaria para

realizar los estudios de caracterizacion de sustrato de la ScCAGal.
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Figura 4. Seguimiento de la produccion de ScAGal en el medio YPHSM: A) Curva de crecimiento
celular expresada en medida de la absorbancia a OD600 nm (—); Actividad enzimatica intracelular
expresada en pmol.min™.ml™ (—); Actividad enzimatica extracelular expresada en pmol.min™.ml™* (—).
B) % de actividad de la fraccidn intracelular (—) y extracelular (—) con respecto a la actividad total.
Todos los resultados corresponden a la media de tres cultivos independientes.
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1.2. Purificacion y formas moleculares de la ScAGal

Los pasos de purificacion de la ScAGal a partir del sobrenadante libre de células de un
cultivo de 400 ml de YPHSM se indican en la Tabla 5. La purificacion de la proteina
extracelular por cromatografia de afinidad en columnas de niquel-sefarosa resultd en una
recuperacion de la proteina del 75 % con un factor de purificacion de 5 veces y un
rendimiento total expresado en unidades totales de la enzima del 51%. Las fracciones de
todos los pasos de purificacion fueron analizadas mediante SDS-PAGE que permitio

comprobar la pureza final de la proteina (Figura 5.A, calle 4).

Tabla 5. Tabla de purificacion de la ScAGal

ml mg U/ml mg/ml  AE (U/mg) FP Rendimiento (%)
Medio extracelular 400 88 15.16 0.22 68.91 1.00 100
Medio concentrado 130 66.30 48.33 0.51 94.76 1.38 103
Cromatografia de afinidad 26 9.10 120.11 0.35 343.17 4.98 51

AE: Actividad Especifica; FP.: Factor de purificacion.

En los analisis de la proteina purificada en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) se observa una gran banda difusa entre los tamafios 180 y 70
kDa que corresponde a los diferentes estados de glicosilacion de los monomeros de la
ScAGal. Sin embargo, la proteina desglicosilada presenta un peso molecular de 55 kDa como
se puede observar en la figura 5B, calle 1 y calle 2, respectivamente. Por otro lado, podemos
observar el comportamiento de la forma tetramérica de la ScCAGal en un gel nativo antes y

después de desglicosilar demostrando su naturaliza oligomérica.
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Figura 5. A) Andlisis del proceso de purificacién de la ScCAGal en gel SDS-PAGE: medio de cultivo
extracelular (calle 1), medio extracelular concentrado (calle 2), proteina purificada por cromatografia de
afinidad (calle 3); B) Forma momomeérica de la ScAGal en gel SDS-PAGE, proteina glicosilada (calle 1)
y proteina desglicosilada (calle 2); C) Forma tetramérica de la ScAGal en gel PAGE en condiciones
nativas, proteina glicosilada (calle 1) y proteina desglicosilada (calle 2). MW, marcador de peso
molecular. =>Posicion estimada de la proteina glicosilada. €Posicién estimada de la proteina
desglicosilada.
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2. Caracterizacion de la especificidad de sustrato por la ScCAGal
2.1. Actividad o-galactosidasa

La ScAGal purificada se utiliz6 para llevar a cabo el analisis de la actividad a-
galactosidasa con los sustratos a-PNPG, melibiosa, rafinosa, estaquiosa y galactomanano de
algarrobo (Tabla 6). La ScAGal presenta la especificidad mas elevada con el a-PNPG y no
actua sobre el galactomanano de algarrobo. Teniendo como referencia el a-PNPG (100%), la
enzima exhibe una actividad elevada en presencia de melibiosa (65%) por ser su sustrato
natural, y una actividad méas baja para rafinosa y estaquiosa (6%). La ScAGal no actua
directamente sobre los galactopolisacaridos complejos como la goma de algarrobo, pero si

cuando ésta se somete a un

Tabla 6. Especificidad de sustrato de la ScAGal (media + SD, n = 3) tratamiento previo con la

Concentracion  Actividad enzima B-manosidasa. Esto
Sustratos (mg/ml) Relativa (%)* i indicativo de |
WPNPG 3 100** ultimo, es un Indicativo ae la
Melibiosa > 65+4.75 ventaja que puede suponer el
Rafinosa 5 6 £ 0.65
Estaquiosa 5 6+0.39 uso de la ScAGal en
Goma algarrobo 5 = L
Goma algarrobo tratada 25 8+ 0.80 combinacion con la B-
con B-manosidasa ' - . .

manosidasa para mejorar las

* %% de actividad enzimatica con respeto al sustrato aPNPG. propiedades gelificantes de
** Valor tomado como maxima referencia obtenido de la
media de tres medidas independientes con una desviacion galactomananos utilizados en

estandar (SD) + 0.063. . o o
la industria biotecnologica.

2.2. Andlisis de los productos de hidrdlisis

Los resultados obtenidos muestran la accion de la ScAGal sobre varios sustratos
artificiales como a-PNPG vy los galactosacaridos naturales melibiosa, rafinosa y estaquiosa.
Estos datos confirman resultados previos obtenidos por otros autores (Fernandez-Leiro R. et
al 2010). La figura 7 representa los resultados obtenidos de la accion de la ScAGal sobre los
sustratos analizados por HPLC. En la figura 7A, se observa que a los 5 minutos de reaccion,
cuando la melibiosa comienza a ser hidrolizada, tiene lugar también la sintesis de un
galactotrisacarido como producto de la reaccion de transglicosilacion. Esto sucede porque
todavia hay suficiente sustrato para favorecer esta reaccion, conforme transcurre el tiempo de
reaccion la melibiosa y el galactotrisacarido desaparecen. En el caso de la rafinosa y

estaquiosa, en tiempo cero de la reaccion de hidrolisis, se observa un pico que cae a los
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tiempos de retencion de la rafinosa y sacarosa, respectivamente, por otro lado, a los 15
minutos de la reaccion de hidrolisis, en el cromatograma de la rafinosa se observa un pico
desconocido en el tiempo de retencion de aproximadamente de 10 minutos (Figura 7A 'y 7B).
Todos estos picos estan por determinar en posteriores ensayos. Los andlisis de HPLC (Figura
7D) muestran que alrededor del 90% de la rafinosa y estaquiosa es hidrolizada por la ScAGal
a las 4 horas de reaccion resultando ser una buena candidata para la hidrélisis de
oligosacaridos derivados de la rafinosa (RFOs) presentes en productos derivados de la

industria alimentaria (melazas, soja y derivados de legumbres).
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Figura 7. Accién de la ScAGal sobre los sustratos naturales, Melibiosa, Rafinosa y Estaquiosa
estimada por HPLC. Andlisis de los productos de la hidrélisis de Melibiosa (A), Rafinosa (B) y
Estaquiosa (C) durante el tiempo de reaccién; y porcentaje del contenido de Melibiosa (D) y RFOs (E)
durante el tiempo de reaccion de hidrélisis. Los datos representan la medida de tres experimentos
independientes. = Trigalactosacérido sintetizado por la reaccion de transglicosilacién de la ScAGal. >
Desconocido.
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La ScAGal puede hidrolizar el galactomanosacarido sintético Gal®Ms pero no puede
actuar sobre Gal®M, (Yoshida S. et al 1997). Asi, la ScAGal puede romper el enlace de un
residuo de galactosa unido a la manosa no reductora del galactomanosacarido pero no cuando
la galactosa esta unida a una manosa interna. Sin embargo, no hay evidencias documentadas
de su accidn sobre una galactosa unida a la manosa reductora del azGcar como seria el caso
del sustrato Gal*Mans. En este trabajo, se demuestra que la ScAGal sélo puede actuar sobre
Gal'Man; tras hidrélisis previa con la p-manosidasa de Helix pomatia, por lo que se confirma
que pertenece al segundo grupo de a-Gals. La figura 8 muestra el resultado de la accion de la
ScAGal sobre los sustratos previamente tratados con la enzima p-manosidasa analizados
mediante TLC. Gal'Mans tratado con B-manosidasa resulté en la liberacion de la manosa no
reductora terminal generando el producto GalMan, y finalmente GalMan despues de las 24
horas de reaccion, el cual puede ser accesible por la ScAGal liberando galactosa y manosa. La
accion de la ScAGal sobre la goma de algarrobo previamente digerida con B-manosidasa
también es confirmada por TLC. En el caso del sustrato Gal**Mans el analisis por TLC es
méas confuso, posiblemente por ser un sustrato de mayor tamafio y por lo tanto, menor
accesible al centro activo de la enzima. En todos los casos, los datos estan a la espera de ser

confirmados por HPLC.

1 Gal**Man Goma
Gal"Man; 5 algarrobo

SN Y. .y

SO AL

— e — eeal
SeAgAy 0 1 4 24GalManB,, 0 1 4 24 G, G,Gs
horas horas

Figura 8. Acci6n de la ScAGal sobre los galactosacaridos (Gal'Man; y Gal**Mans) y el
galactomanano de algarrobo tratados previamente con p-manosidasa de Helix pomatia. 0.3 U/ml
de ScAGal (en tampon &cido citrico 61 mM, Na,HPO, 77 mM, pH 4) se incubaron con 2.5 mg/ml del
sustrato hidrolizado con B-manosidasa a 40°C. 8 pl de las muestras recogidas a los tiempos 0, 1, 4 y 24
horas fueron utilizados en la TLC para caracterizar los productos de la hidrélisis. G;, galactomanano
control; G2, galactomanano al 1% hidrolizado con 1.2 U/ml de B-manosidasa durante 24 horas; G3,
muestra G2 hidrolizada con ScAGal durante 24 horas; Ay y A,4 corresponden a muestras de 1%
Gal*Man; digerido con 1.2 U/ml de B-manosidasa a los tiempos 0 y 24 horas, respectivamente; B,,
corresponde a una muestra de 1% Gal**Mans digerido con 1.2 U/ml de B-manosidasa durante 24 horas;
S6, Gal' Man; control; Gal, galactosa control; Man, manosa control.
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3. Estudio comparativo de la hidroélisis de sustratos por la ScAGal y las a-Gals de A.
niger y C. tetragonoloba

En el transcurso de la hidrdlisis de los sustratos analizada por TLC, se observa que el a-
PNPG es hidrolizado rapidamente por las tres a-Gals, sin embargo, sdlo la ScAGal hidroliza
completamente la melibiosa a glucosa y galactosa después de 15 minutos de reaccion (Figura
6A). La a-Gal de A. niger no actla sobre la melibiosa incluso después de 12 horas de reaccion
(Kaneco R. et al., 1991) pero en este trabajo se observd que era totalmente hidrolizado
después de 4 horas (dato no mostrado). En cuanto a la rafinosa y estaquiosa, la ScAGal
presenta mayor especificidad por los sustratos que la a-Gal de A. niger, frente a la a-Gal de C.
tetragonoloba que no actua sobre la estaquiosa y muy poco sobre la rafinosa (Figura 6B). Por
el contrario, la ScAGal y la a-Gal de A. niger no pueden hidrolizan los sustratos Gal*Mans y
Gal**Mans, mientras que la a-Gal de C. tetragonoloba lo hace cuando tan sélo ha transcurrido
1 hora de reaccion (Figura 6C). La tabla 7 resume los sustratos especificos de la ScCAGal y las
a-Gals de de A. niger y C. tetragonoloba.

A) aPNPG v Melibiosa B) Rafinosa vEstaquiosa C) Gal'Man.v Gal**N
1) ScAGal ' 1) ScAGal 1) ScAGal

e ? o*
[ -
.....z,.. '."'. 0‘. e 4
M ILES "
2) o-Gal A. niaer _ ~ 2) a-Gal A. niger  eGalA nliqer

-

| R TY ad
vo®g 4 .."....' | >

annse T M111.

o . | N
3) a-Gal C. Tetraaonoloba 3) a-Gal C. Tetraaonoloba 3) a-Gal C. Tetragono
- r
ravy, ST -
Y11 X I11 A0
; : -
S0 5 15GalGlc0 5 15 30S; 0 052 4 SacGal 0 05 2 4 S, S50 1 4 24 Gal Ma (
minutos minutos horas horas horas

Figura 9. Analisis comparativo de los productos de hidrdlisis de la ScAGal con las aGals de A. niger y C.
tetragonoloba por TLC. 1U/ml de aGal (en el tampén de reaccion adecuado) se incubd con 5mg/ml de los sustratos a
40°C y se utilizaron 2 pl de muestra en el TLC para caracterizar los productos de hidrolisis, a los 0, 5 y 15 minutos para
aPNPG y melibiosa (A), a los 0, 0.5, 2 y 4 horas para rafinosa y estaquiosa (B), y a las 0, 1, 4 y 24 horas para Gal'Man,
y Gal**Mans (C). S;, aPNPG control; S,, Melibiosa control; S;, Rafinosa control; S4, Estaquiosa control, Ss, Gal'Mans;
Se, Gal**Mans ; Gal, galactosa control; Glc, Glucosa control; Man, Manosa control.
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Tabla 7. Sustratos especificos de la ScAGal y las a-Gals de A. niger y C. tetragonoloba (planta de Guar).

SUSTRATO S. cerevisiae A. niger C. tetragonoloba
a-PNPG Gal - PNPG Gal - PNPG Gal - PNPG
O O O
Melibiosa Gal - Glc Gal - Glc Gal - Glc
0 0
Rafinosa Gal - Glc - Fru Gal - Glc - Fru Gal - Glc - Fru
O 4R
Estaquiosa Gal - Gal — Glc - Fru Gal - Gal — Glc - Fru Gal - Gal - Glc - Fru
r A r N r A
Gal'Man; Gal Gal Gal
| | >
M-M-M M-M-M M-M-M
OB
GalMan (a partir M - Gal o o
de Gal'Mang)* A
Gal**Man; Gal Gal Gal Gal Gal Gal
|| || >|>]
M-M-M-M-M M-M-M-M-M M-M-M-M-M
€
Gal**Mans (a partir Gal Gal
de Gal**Mans)* > |
M-M-M-M

MNEnlaces hidrolizados rapidamente por la a-Gal
/NEnlaces hidrolizados moderadamente por la a-Gal
AEnlaces hidrolizados por f-manosidasa

M Residuo de manosa reductora terminal

M Residuo de manosa no reductora terminal

* Sustratos obtenidos del tratamiento con p-manosidasa
** Ensayos no realizables en este estudio.
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La caracterizaciéon de enzimas es una herramienta fundamental en la basqueda y estudio
de la mejora de dianas enzimaticas con aplicaciones de interés biotecnoldgico, para
determinar no solo caracteristicas bioquimicas como T2 y pH O&ptimo de reaccion,
termoestabilidad, pardmetros cinéticos, inhibicion por sustrato, sino también la especificidad
de sustrato y los productos obtenidos tras su reaccién de hidrolisis o de sintesis. La a-
galactosidase de Saccharomyces cerevisiae (ScAGal) presenta muchas cualidades,
identificadas en trabajos anteriores, como son el bajo coste de produccidn por ser una proteina
extracelular, rango amplio de T2 y pH de trabajo, y elevada afinidad por el galactosacéarido
natural melibiosa seguido de la rafinosa. Sin embargo, la importancia por determinar las
posiciones de hidrolisis de los residuos de galactosa para estudiar otros sustratos de interés,
como galactopolisacaridos complejos, nos conduce a llevar a cabo una caracterizacion
completa de la especificidad de sustrato de la ScAGal. Las principales conclusiones que se

aportan de este trabajo se resumen a continuacion.

I.  El seguimiento de la produccion de ScAGal, previo a la etapa de purificacion de la
proteina, utilizando el medio de cultivo YPHSM en lugar de un medio selectivo
permitio detectar una aumento del rendimiento medio de la proteina secretada de 1
U/ml a 12 U/ml, y establecer el tiempo de cultivo 6ptimo de 96 horas para obtener la
mayor cantidad de proteina extracelular.

Il.  La purificacion de la ScAGal por cromatografia de afinidad en columnas de niquel-
sefarosa resultdé en una recuperacion de la proteina del 75 % con un factor de
purificacion de 5 veces y un rendimiento total expresado en unidades totales de la
enzima del 51%. Aunque el factor de purificacién es inferior que cuando se utilizan
otro tipo de cromatografias, éste es suficiente para realizar los ensayos de
caracterizacion, y ademas disponemos de la ventaja de obtener mayor cantidad de

proteina.

I1l.  La especificidad de sustrato de la ScAGal expresada en porcentaje de actividad
enzimatica relativa fue en el orden de PNPG (100 % * 0.063DE), melibiosa (65 % +
4.75DE), rafinosa (6 % = 0.65DE) y estaquiosa (6 % + 0.39DE).

IV. La ScAGal no actia directamente sobre el galactomanano de algarrobo, sin
embargo, el tratamiento previo de éste con la enzima B-manosidasa de Helix pomatia
permite su accién, con un porcentaje de actividad relativa del orden de 8 % *
0.80DE.
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VI.

VIL.

Los analisis de los productos de hidrélisis mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) muestran que alrededor del 90% de la rafinosa y estaquiosa es
hidrolizada por la ScAGal a las 4 horas de reaccion resultando ser una buena

candidata para la hidrolisis de oligosacaridos derivados de la rafinosa (RFOSs).

Mediante cromatografia de capa fina (TLC) se confirma que la ScAGal pertenece al
segundo grupo de a-galactosidasas, ya que actia sobre residuos de galactosa
terminal de glucosidos sencillos como melibiosa, rafinosa y estaquiosa, y sélo puede
romper el enlace de un residuo de galactosa unido a la manosa no reductora terminal
(no actla sobre galactosa unida a una manosa interna) de la cadena de oligosacéridos

complejos como los galactomananos.

El estudio comparativo de especificidad de sustrato de la ScAGal con las a-
galactosidasas de Aspergillus niger y Cyamopsis tetragonoloba mediante analisis de
los productos de hidrélisis por TLC, muestra que la SCAGal actia mas rapido sobre
los sustratos melibiosa, rafinosa y estaquiosa que la a-Gal de A. niger, frente a la a-
Gal de C. tetragonoloba que no actta o lo hace muy débilmente. Mientras que s6lo
la a-Gal de C. tetragonoloba puede hidrolizar galactomanosacaridos con uniones

galactosa en posicion interna de la cadena.
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