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Resumen

La GAM1 de Scwanniomyces occidentalis es una a-glucosidasa extracelular que hidroliza
enlaces a1-4 glucosidicos de oligosacaridos formados por unidades de glucosa como la
maltosa o la maltotriosa. Ademas, esta enzima es capaz de transferir unidades de glucosa
para formar isomaltooligosacaridos (IMOs) como la isomaltosa, isomaltotriosa y panosa que
tienen interés en la industria alimentaria por sus caracteristicas prebidticas. La enzima

también produce maltotriosa.

En este trabajo la a-glucosidasa GAM1 se expreso heterdlogamente en Pichia pastoris, se
realizé su caracterizacion bioquimica y se estudié su capacidad para sintetizar IMOs en
distintas condiciones. Entre ellas, y tras la adicion de distintas concentraciones de glucosa, se
logré sesgar la especificidad transferasa de la enzima hacia la produccion de azucares que
contienen solamente enlaces a1-6, sobre todo isomaltosa, quedando inhibida la sintesis de
los trisacaridos panosa y maltotriosa. Se exploré la capacidad de GAM1 para glucosilar
distintos tipos de aceptores, entre ellos azucares y polifenoles, logrando producir varios
trisacaridos formados por la uniéon de una glucosa a sacarosa mediante distintos tipos de
enlaces a la unidad de glucosa, y disacaridos de glucosil-xilosa en los que se formaron
distintos tipos de enlace entre las unidades constituyentes. GAM1 glucosilé también piceido,
un derivado monoglucosilado del resveratrol, generando mono- y diglucésido del piceido, en
los que las unidades de glucosa se unieron a la unidad glucosidica del aceptor. Los nuevos

productos generados fueron purificados y su estructura identificada mediante RMN.

Se estudid también la estructura tridimensional de GAM1 mediante modelados por
homologias y se abordd el estudio de su especificidad utilizando Evolutionary Trace y
mutagénesis dirigida hacia residuos de su bolsillo catalitico implicados en los subsitios -1, +1
y +2. La mayoria de las sustituciones realizadas afectaron en mayor o menor medida a la
capacidad transferasa de la enzima que alteraron las proporciones producidas de IMOs. Una
de las sustituciones en particular incrementd especialmente la produccién de IMOs hasta
practicamente duplicarla, principalmente la de isomaltosa e isomaltotriosa, ademas produjo
pequenas cantidades de un nuevo disacarido formado por dos unidades de glucosas unidas

por enlace a1-1, la trehalosa.

Por ultimo, abordamos la inmovilizacion de GAM1 sobre bolas de quitosano utilizando dos
linkers diferentes (glutaraldehido y genipina), se optimizaron las condiciones de la
inmovilizacién y se analiz6é tanto la estabilidad operacional del sistema como a distintos
valores de pH y temperatura. La estabilidad operacional para las reacciones de

transglicosilacién fue superior al usar glutaraldehido.



Abstract

GAM1 from Schwanniomyces occidentalis is an extracellular a-glycosidase that hydrolyzes
a1-4 glycosidic bonds of oligosaccharides formed by glucose units such as maltose and
maltotriose. Additionally, GAM1 is capable of transferring glucose units to form
isomaltooligosaccharides (IMOs) such as isomaltose, isomaltotriose and panose, which are of
interest in the food industry due to their prebiotic characteristics. It is capable as well to form

maltotriose.

In this work, the enzyme was heterologously expressed in the Pichia pastoris system and its
biochemical characterization as well as the IMOs production capacity in different conditions
were assessed. Among them, and after the addition of different concentrations of glucose, it
was possible to bias the transferase specificity of the enzyme towards the production of sugars
that contain only a1-6 bonds, especially isomaltose, with the synthesis of the trisaccharides
panose and maltotriose being inhibited. The glucosylation capacity of different acceptor types,
sugars and polyphenols, was explored. Trisaccharides were formed through the formation of
different glycosidic bonds to the glucose unit of the sucrose, and disaccharides glucosyl-xylose
through two different glycosidic bonds. GAM1 also glycosylated piceid, a monoglycosylated
derivative of resveratrol, generating mono- and diglycoside of piceid, in which the glucose units
were attached to the glucosidic unit of the new acceptor. The structure of the new products

formed were identified by NMR analysis.

GAM1 three-dimensional structure was studied through homology modeling and the study of
its specificity using Evolutionary Trace and site directed mutagenesis of the catalytic pocket
residues involved in the subsites -1, +1 and +2 was approached. The mutation of each of the
residues led to the modification of the transfer reactions to a greater or lesser extent and
altered the IMOs production proportions. One particular substitution increased IMOs
production by almost two-fold, especially of the disaccharide isomaltose and the trisaccharide
isomaltotriose. In addition, small amounts of a new disaccharide formed by two glucose units

linked by a a1-1 glycosidic link, trehalose, were synthesized.

Finally, GAM1 immobilization on chitosan beads using two different linkers (glutaraldehyde
and genipin) was approached. The immobilization conditions were optimized, and the
operational, as well as at different pH and temperature, stabilities were analyzed. The
operational transglycosylation stability of this protein was greater when protein was

immobilized with glutaraldehyde.
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1 INTRODUCCION

1.1 Isomaltooligosacaridos

La investigacion sobre la produccién de oligosacaridos para su uso en alimentacién comenzo
a realizarse alrededor de 1970-1975 en Japon, donde se desarrollaron varios oligosacaridos
derivados de sacarosa, lactosa, almiddn, y otros polisacaridos que se usaban como materia

prima en distintos sectores industriales (Nakakuki, 2003, 2005).

Los isomaltooligosacaridos (IMOs) se definen, en el sentido mas estricto, como moléculas
lineales de carbohidratos formadas por unidades de D-glucosa unidas entre si por enlaces a1-
6 con un grado de polimerizacion de 2-10. Aunque, en un sentido mas amplio se acepta
también que los IMOs pueden estar formados por unidades de glucosa unidas entre si por
enlaces a1-1, a1-2, a1-3 y a1-6, como en el caso de la isomaltosa, isomaltotriosa, kojibiosa
y nigerosa, e incluso que estos enlaces puedan estar en combinacién con uniones a1-4, como
en el caso de la panosa, entre otros (Casa-Villegas, Marin-Navarro y Polaina, 2018; Sorndech
etal., 2018). La consideracién de IMOs se ha extendido también hasta otros tipos de
oligosacaridos como los ciclodextranos, los IMOs ramificados a los que también se les
denomina glucooligosacaridos e incluso los IMO-alditoles (Goffin et al., 2011). Las estructuras

de algunos de los IMOs mas representativos se muestran en la Figura 1.1.
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Figura 1.1 Ejemplos de IMOs mas representativos. Adaptado de Sorndech et al.(2018).
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Los IMOs pueden encontrarse de forma natural en distintos productos fermentados, como son

el miso, el sake, la salsa de soja o la cerveza, pero también en la miel (Crittenden y Playne,
1996; Tungland y Meyer, 2002; Ruiz-Matute et al., 2010).

1.1.1 Propiedades y aplicaciones de los IMOs

El mercado de los alimentos funcionales, y el de los ingredientes nutracéuticos, esta en auge
desde hace ya tiempo como resultado de la creciente demanda de productos naturales que
ejerzan un impacto beneficioso para la salud del que los consume mas alla de su valor
puramente nutricional (Barreteau, Delattre y Michaud, 2006; Cencic y Chingwaru, 2010; Rolim,
2015). Con este fin, muchos tipos de oligosacaridos con propiedades beneficiosas para el
consumidor (con propiedades bioactivas), como los fructooligosacaridos, xilooligosacaridos,
galactooligosacaridos e isomaltooligosacaridos, entre otros, son producidos industrialmente
ya sea extrayéndolos de un variadisimo tipo de fuentes naturales y/o aplicando protocolos de
sintesis enzimatica (Meyer et al., 2015).Gran parte de las propiedades beneficiosas que se
atribuyen a estos azucares estan relacionadas con su efecto prebidtico, el papel que ejercen
sobre la microbiota de los individuos. Los microrganismos que nos colonizan se concentran
sobre todo en nuestro tracto gastro intestinal, y la composicion de la microbiota influye tanto
en el estado general de nuestra salud como en el desarrollo de enfermedades como la
diabetes, obesidad, enfermedad inflamatoria intestinal y cancer, entre otras (B. Wang et al.,
2017; Kitai y Tang, 2017; Rinninella et al., 2019).

La definicion de prebiodtico ha sido revisada ya varias veces desde que este término fue
acufiado por Gibson y Roberfroid (1995) hasta la actualidad. Inicialmente se consideraba
prebiodtico cualquier ingrediente alimenticio no digerible que favorecia selectivamente el
crecimiento o el metabolismo de los microorganismos intestinales que ejercian un efecto
beneficioso para la salud humana. Hoy es “cualquier sustrato que es selectivamente utilizado
por los microrganismos del hospedador confiriéndole un beneficio para la salud” (Gibson et al.,
2017). Esta nueva definicion amplia el tipo de sustancias consideradas como prebidticas y las
partes del cuerpo a las que afectaria, ademas contempla el uso de estas moléculas en
sectores distintos del alimentario e incluso el uso en animales. La definicién anterior que
requeria que fueran ingredientes alimentarios no digeribles dejaba fuera a los IMOs por ser
parcialmente digeribles y por tanto parcialmente prebiéticos (Rastall, 2010). La digestibilidad
de los distintos IMOs varia segun su tamano y el tipo de enlace que une las unidades
constituyentes de estas moléculas. Curiosamente, en experimentos realizados in vitro con
enzimas intestinales de rata, se observé que la digestibilidad de la panosa fue mayor que la
que tenian otros IMOs mas pequenos como la isomaltosa, la kojibiosa y la trehalosa, (pero

no nigerosa), o de otros IMOs de mayor tamafo formados Unicamente por enlaces a1-6 (Hu,



Winter y Ganzle, 2020). Ademas, la hidrdlisis de isomaltosa y trehalosa resultd ser solo un 24
y un 13%, de la de maltosa, respectivamente (Lee et al., 2016), reiterando que el tipo de
enlace que sustenta su estructura tiene mayor importancia que el tamano de los IMOS en

cuanto a su resistencia a la digestion e hidrolisis.

La ingesta de IMOs se ha relacionado con distintos tipos de efectos beneficiosos para la salud,
la mayoria de ellos se recopilan en la Figura 1.2. Para comprobar la eficacia que tienen los

IMOs como prebiéticos se han realizado distintos tipos de estudios.
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Figura 1.2 Efectos de IMOs sobre la salud. Efectos evidenciados por ensayos
realizados con sistemas in vitro (*), animales (*) y seres humanos (°). Adaptado de
Sorndech et al. (2018).

Aunque la composicion inicial de la comunidad microbiana del tracto intestinal influye
notablemente en el efecto prebidtico que ejercen los IMOs, y de una forma mas notoria al usar
oligosacaridos con mayor grado de polimerizacién, en todos los casos analizados estos
azucares aumentaron la proliferacion de Bifidobacterium (Wu et al., 2017). En este contexto,
los cultivos microbianos realizados a partir de heces de ancianos mostraron un claro
incremento en la poblacion de Bifidobacterium longum 'y Lactobacillus fermentum tras la
ingesta de IMOs, solos 0 en combinacién con estas mismas bacterias (Likotrafiti et al., 2014).
La ingesta de IMOs, al menos 10 g de disacaridos o de 5 g de trisacaridos por dia consiguio
aumentar la cantidad y el porcentaje de bifidobacterias presente en las heces de adultos
jovenes (Kaneko et al., 1994). Ademas consiguio aliviar el estrefiimiento en ancianos, lo que

coincidié con un aumento de su poblacion de Bifidobacterium y Lactobacillus asi como la
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reduccion de Clostridium en heces (Yen et al., 2011). También esta descrito que tras la

ingesta de IMOs se aumentan la cantidad de acidos grasos de cadena corta y se mejoran los
niveles de colesterol sanguineos. En las personas sometidas a hemodialisis, que suelen
padecer estrefiimiento cronico e hiperlipemia, la toma de IMOs alivié el estrefimiento pero
también disminuyé los niveles de colesterol y triglicéridos sanguineos, en un 18%, y aumenté
los niveles de colesterol HDL (High Density Lipoprotein) en un 39% (Wang et al., 2001). Los
IMOs se presentan también como un potencial tratamiento para paliar la sintomatologia
asociada con el colon irritable ya que en ratas lograron atenuar el dafo del epitelio intestinal
(W. Wang et al., 2017).

Los IMOs incrementan también la respuesta glicémica en humanos, produciendo su ingesta
niveles de insulina comparables a los de la glucosa pero con unos niveles del monosacarido
en sangre dentro de la normalidad (Grubic et al., 2019; Subhan et al., 2020). Experimentos
realizados con ratas diabéticas han demostrado también que la ingesta de IMOs produce una
mejora en los niveles de glucosa en sangre y orina, a la vez que reducen los de colesterol y
creatinina, ademas de aumentar la poblacion de Bifidobacteria y Lactobacilli (Bharti et al.,
2015). Estos efectos se incrementaron cuando los IMOs se usaron en combinaciéon con

fructooligosacaridos.

Las principales aplicaciones industriales de IMOs estan sin duda directamente relacionadas
con la industria alimentaria, sobre todo se usan estas moléculas como aditivos alimentarios
que pueden sustituir total o parcialmente los jarabes de azucar liquido. Ademas, son buenos
humectantes de baja viscosidad pero con gran capacidad de retencién de humedad (Goffin
et al., 2011). Por lo general, los IMOs tienen la mitad del poder edulcorante de la sacarosa y
puede afnadirse a productos, como la cerveza, para regular el sabor en boca. La sustitucion
de la sacarosa por IMOs, parcial o totalmente en la preparacion del bizcocho de Victoria
(Victoria Sponge cake) mejoré sus propiedades fisico-quimicas, microbioldgicas y sensoriales
(Lee, Wang y Lin, 2008).

Los IMOs también han mostrado buenos resultados al ser utilizados en la industria ganadera.
Asi, la incorporacion de estos oligosacaridos en la alimentacion de gallinas aumentd la
cantidad de bifidobacterias fecales y disminuy6 la de Salmonella entérica serovar typhimurium
que habian sido previamente inoculadas en estas aves (Thitaram et al., 2005). Ademas, su
incorporacion en la dieta del ganado porcino durante el periodo perinatal moduld la microbiota
de los animales, aumento la cantidad de inmunoglobulinas en el calostro y disminuy¢ la tasa

de diarrea en los lechones (Zhang et al., 2021).

Sin embargo, a pesar de los numerosos estudios que se han realizado sobre las propiedades

beneficiosas de los IMOs, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) sigue sin
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considerarlos azucares prebidticos, a diferencia de la autoridad japonesa FOSHU (Alimentos

para Uso Especifico en la Salud, por sus siglas en inglés), lo que hace que su mercado sea

notoriamente superior en el sudeste asiatico (Goffin et al., 2011).

1.1.2 Produccion de IMOs

Aunque los IMOs estan presentes en muy pequefias cantidades en numerosas fuentes
naturales, su extraccion a gran escala resulta econdmicamente inviable. La produccion
industrial de IMOs se suele realizar partiendo de almidon y empleando distintos tipos de
enzimas. Las enzimas generalmente utilizadas son glicosil hidrolasas que ademas de catalizar
la hidrdlisis de azucares (en este caso oligo- o polisacaridos formados por glucosas unidas
por enlaces a-glucosidicos) son capaces de transferir unidades de glucosa (no activadas) para
formar distintos tipos de IMOs en condiciones saturantes de sustrato. Primero el polisacarido
se licua con una actividad a-amilasa de Bacillus licheniformis o Bacillus stearothermophilus
(EC 3.2.1.1), luego se utiliza una enzima maltogénica, como una a- o 3- amilasa fungica (EC
3.2.1.2), para la sacarificacién y una enzima desramificante, como una pululanasa (EC
3.2.1.41), para obtener una solucion rica en maltosa y finalmente con una a-transglucosidasa,

por lo general de Aspergillus sp., se sintetizan los IMOs (Goffin et al., 2011).

Se han realizado ya muchos estudios para mejorar la sintesis de IMOs, en ellos se han
empleado distintos tipos de enzimas, individualmente o en combinacién, y utilizado distintos

sustratos (Tabla 1.1).

Tabla 1.1 Algunos ejemplos de sustratos y enzimas utilizadas en la formaciéon de IMOs

Enzima Sustrato Productos principales Referencia

. Gutiérrez-Alonso et al.
a-Glucosidasa Maltosa Panosa (2016)

Okuyama et al. (2017), Song
et al. (2013), Kumar y

Maltosa Panosa, isomaltosa e isomaltotriosa Mutturi (2020), Kawano et al.
(2019)
Amilasa multifuncional Almidoén Isomaltotriosa e isomaltotetraosa Cao et al. (2014)
Cicloisomaltooligosacarido Dextrano Cicloisomaltooligosacaridos Fujimoto et al. (2017)
glucanotransferasa
Combinacion de enzimas
a-Amilasa, B-amilasa y o- ) . . Chockchaisawasdee y
. Harina Isomlatotriosa e isomaltotetraosa
transglucosidasa Poosaran (2013)
a-Amilasa y a-glucosidasa Almidon Panosa e isomaltosa Basu et al. (2016)
a-GIucanotransfergs_a y a-amilasa Almidon Isomlatotriosa e isomaltotetraosa Lee et al. (2002)
maltogénica
Pululanasa, a-amilasa, B-amilasa y Almidon Panosa, isomaltosa e isomaltotriosa Niu et al. (2017)

a-transglucosidasa
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Destacar que en todas las reacciones de transglicosilacion que se han utilizado para generar

IMOs se generaron productos no deseables para el consumo del producto final formado, por
lo general glucosa y en ocasiones maltosa u otros azucares que contienen unicamente
enlaces a1-4. Una de las maneras mas sencillas para eliminar estos compuestos es utilizar
las mezclas de IMOs producidos como sustrato de cultivos microbianos, principalmente de
levaduras como Saccharomyces cerevisiae (Yoon, Mukerjea y Robyt, 2003) que los utilicen
en estrategias fermentativas. En este contexto, la harina de platano fue utilizada para la
produccion de IMOs utilizando tres pasos basicos: (i) licuefaccion, utilizando una a-amilasa;
(i) sacarificacion, usando una [-amilasa; y (iii) transglicosilacion, utilizando una a-
transgluscosidasa (Chockchaisawasdee y Poosaran, 2013), pero en realidad a este protocolo
se le adiciond un paso adicional en el que finalmente la glucosa y maltosa se retiréd de la
reaccion por fermentacion utilizando la levadura panadera, tras lo que se obtuvo un producto
formado mayoritariamente por isomaltotriosa, en un 53% (43 g L), seguido de
isomaltotetraosa, un 21% (27 g L") y un resto de maltooligosacaridos con un grado de
polimerizacion de 7 o superior. En otras ocasiones también se han utilizado simultaneamente
varias enzimas para producir IMOs. Como ejemplo, la a-glucanotransferasa de Thermotoga
maritima y la a-amilasa maltogénica de Bacillus stearothermophilus ET1 que se utilizaron
simultaneamente para mejorar en un 15% la produccion de IMOs obtenida con estas mismas
enzimas de forma secuencial, proceso en el que se habian obtenido 25 y 24 g L' de
isomaltotriosa e isomaltotetraosa, respectivamente (Lee et al., 2002). También se han
utilizado protocolos para la produccion de IMOs en los que se utilizan distintos pasos que
incluyen combinaciones enzimaticas. Asi, la a-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens se utilizé
exitosamente para la licuefaccién de almidon de maiz, y posteriormente se afnadieron la f3-
amilasa del salvado de centeno, la a-transglucosidasa de Aspergillus niger y la pululanasa
recombinante de Bacillus naganoensis, de tal manera que la sacarificacién y la
transglicosilacion sucedian al mismo tiempo generandose panosa, isomaltosa e isomaltotriosa

que en total suponian casi un 50% (p/p) del producto final (Niu et al., 2017).

Ademas de los procesos multienzimaticos también es comun el uso de una sola enzima para
la produccion de IMOs. Por ejemplo, para producir cicloisomaltooligosacaridos, que son IMOs
formados por unidades de glucosa unidas por enlaces a1-6 que forman un anillo, se uso la
cicloisomaltooligosacarido glucanotransferasa de Paenabacillus sp. 598K que formd
mayoritariamente una molécula constituida por 7 unidades de glucosa al usar dextrano como
sustrato (Fujimoto et al., 2017). Los IMOs lineales cortos, los mas comunes, son sintetizados
en su mayoria por enzimas a-glucosidasas que usan como sustrato la maltosa (Tabla 1.1).
Aunque también hay enzimas como la amilasa multifuncional que es capaz de producir

mayoritariamente isomaltoriosa e isomaltotetraosa a partir de almidén (Cao et al., 2014).
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Las a-glucosidasas son unas de las enzimas mas utilizadas para sintetizar IMOs, y por ello

también unas de las mas estudiadas. Por lo general las a-glucosidasas por transferencia de
glucosa producen panosa, isomaltosa e isomaltotriosa a partir de maltosa (Ma et al., 2017;
Kawano et al., 2019, 2020; Kumar y Mutturi, 2020). La a-glucosidasa de la levadura
Xanthophyllomyces dendrorhous, sin embargo produce mayoritariamente panosa siendo los
otros IMOs muy minoritarios (Gutiérrez-Alonso et al., 2016). La mayoria de estas enzimas
proceden de hongos filamentosos, sobre todo del género Aspergillus, aunque también se
pueden encontrar a-glucosidasas con gran capacidad de transglicosilacion en bacterias y
arqueas (Wang et al., 2009; Seo et al., 2011). La produccion de IMOs también se ha llevado
a cabo utilizando células microbianas que expresan enzimas heterélogas, tal es el caso de la
a-glucosidasa de A. niger que fue expresada en S. cerevisiae vy, ligada a la pared de la
levadura, utilizada para producir este tipo de azucares mediante un proceso sencillo que
permitié la recuperacion del biocatalizador y su reutilizacién, en cierta medida (Casa-Villegas,
Marin-Navarro y Polaina, 2017). Sin embargo, y aunque preferentemente se utilice la via
enzimatica para la sintesis de oligosacaridos bioactivos por su menor impacto ambiental,
también se han producido IMOs por sintesis quimica utilizando sales reutilizables como el
bromuro de litio trihidrato en condiciones &acidas, donde se generaron un 69% de
glucooligosacaridos de 2-9 unidades de glucosa con enlace a/B1-6 al usar hasta 5 g L' de
glucosa (Li et al., 2019).

1.2 Las a-glucosidasas y su estructura

Las enzimas activas sobre carbohidratos se clasifican en 5 grandes clases segun la base de
datos Carbohydrate-Active Enzymes; CAZy: Glicosil Hidrolasas (GHs), Glicosil Transferasas
(GTs), Polisacarido Liasas (PLs), Carbohidrato Esterasas (CEs) y Actividades Auxiliares (AAs)
y los médulos de union a carbohidratos (CBMs). Estas se agrupan a su vez en distintos clanes
y familias atendiendo a sus elementos estructurales y las caracteristicas de sus dominios
funcionales (Cantarel et al., 2009; Lombard et al., 2014). Como ejemplo, las GHs, que
atendiendo a su actividad y segun la Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular
(IUBMB) serian las EC 3.2.1, se clasifican en 171 familias estructurales, GH1-171, agrupadas

en 18 clanes nombrados con letras de la A a la R (Henrissat, 1991).

Las GHs pueden hidrolizar siguiendo dos mecanismos cataliticos el de retencion o el de
inversion, que fueron descritos por primera vez por Koshland (1953) (Figura 1.3). Cada
mecanismo suele ser comun para todos los miembros de la misma familia GH. En ambos
participan dos residuos cataliticos acidos, Asp o Glu y tras la hidrdlisis del enlace glicosidico
el carbono anomérico del producto, el azucar que se libera, retiene o invierte su configuracion

con respecto al sustrato del que procede. Mediante el mecanismo de inversion, la hidrélisis se



Introduccion

consigue en una sola etapa a través de un desplazamiento simple por la accién del agua, qu

es acomodada por el residuo que actua como base y la formacién del ion oxocarbenio por la

accion del residuo que actua como acido.

El mecanismo de retencion ocurre en dos etapas y en cada una de ellas se forma un ion
oxocarbenio donde participan los mismos residuos que en el mecanismo de inversion salvo
que uno actua como nucledfilo y el otro como catalizador acido/base. En la primera etapa el

nucledfilo desplaza el aglicon para formar el intermediario glicosil-enzima, a la vez que el otro

Nucleéfilo

ﬂ{o o

Figura 1.3 Esquema de los mecanismos cataliticos de las GHs. Se muestra entre corchetes el estado

intermediario del ion oxocarbenio. En el mecanismo de retencién otra molécula con un -OH puede actuar
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en lugar del agua y sintetizar productos glicosilados. Modificado de Withers y Williams (2013)
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residuo actua como un acido sobre el oxigeno del enlace glicosidico para su rotura. En la

segunda etapa la glicosil-enzima es hidrolizada por el agua con el otro residuo actuando esta
vez como base para desprotonar el agua. Este mecanismo es el que tienen las enzimas con
capacidad de transglicosilacién, ya que, en las condiciones adecuadas, en lugar del agua otra
molécula con grupo hidroxilo puede actuar como aceptor y glicosilarse liberando la enzima
(Figura 1.3) (McCarter y Withers, 1996). La principal diferencia para que se dé uno u otro
mecanismo es la distancia a la que se situan los residuos cataliticos, 10 y 5,5 A en el

mecanismo de inversion y retencion, respectivamente (Davies y Henrissat, 1995).

Por eso, aunque muchas de las enzimas que sintetizan IMOs en ocasiones son denominadas
transferasas, estructuralmente no son GTs segun CAZy (Lombard et al., 2014), sino GHs que
pueden transferir azlcares por presentan un mecanismo catalitico de retencion que conlleva
la transglicosilacién del sustrato que hidroliza. Las GHs con actividad de transglicosilacion se
incluyen en las familias GH13, GH31, GH57, GH66 y GH70. Muchas de las a-glucosidasas

capaces de producir IMOs pertenecen a la familia GH31.

Los subsitios de unién de carbohidratos a las GHs se nombran con la denominacion clasica:
-n/+n, siendo n un nimero entero y la hidrdlisis del enlace glicosidico produciéndose entre los

subsitios -1y +1 (Figura 1.4) (Davies, Wilson y Henrissat, 1997).

A o W N
\_/\/\_/\_/\_/

3 -2 -1 +1 +2

Extremo
No reductor
10)onpay
owalxg

Figura 1.4 Esquema de los subsitios de union de los carbohidratos en las glicosil hidrolasas. El
azucar adopta la conformacion en silla relajada en todos los subsitios excepto en el -1 donde sufre una
alteracion. La hidrdlisis se realiza en el sitio -1/+1que se indica en rojo con unas tijeras. Modificado de
Ardévol y Rovira (2015).
La mayoria de las a-glucosidasas se incluyen en las familias GH13 y GH31, aunque en menor
medida, también se encuentran en las familias GH4, 63, 97 y 122 (Lovering et al., 2005; S.
Wang et al., 2017). La familia GH31, junto con las familias GH27 y GH36 se agrupan en el
clan GH-D (Lombard et al., 2014). Una de las enzimas mas representativas de la familia GH31
es la a-glucosidasa de Beta vulgaris (remolacha azucarera) (Tagami et al., 2013). Esta enzima

ademas esta filogenéticamente relacionada con las a-glucosidasas intestinales humanas, las
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de hongos, como las del género Aspergillus sp. y las de levaduras como Xanthophyllomyces

dendrorhous y Schwanniomyces occidentalis (entre otras), estando todas ellas consideradas

como a-1,4-glucosidasas (Gabrisko, 2020).

Las enzimas de la familia GH31 contienen de 4 dominios estructurales: un B-sandwich N-
terminal, un barril (B/a)s (el dominio catalitico), un C-terminal proximal (formado por tres
laminas-B antiparalelas y dos pequefas a-hélices) y un C-terminal distal formado por un 3-
sandwich (Figura 1.5). El centro activo, en forma de bolsillo, conformado por los loop que unen
las a-hélices con las laminas-8 del dominio catalitico y también por un largo /oop que sobresale
del dominio N-terminal, N-loop (Figura 1.5) (Gutiérrez-Alonso et al., 2016). Este N-loop esta
presente en todas las a-glucosidasas de la familia GH31, aunque su secuencia aminoacidica
difiere en las distintas enzimas segun reconozcan éstas sustratos de cadena larga o corta
(Tagami et al., 2013).

La estructura del bolsillo catalitico de los subsitios -1 y +1 son practicamente idénticos en
todas las a-glucosidasas de la familia GH31, sobre todo el -1. Los residuos Asp cataliticos,
que actuan como nucledfilo y catalizador acido/base en la hidrdlisis, se situan en los loops -
a 4y 6, respectivamente, ademas esta disposicion esta tan conservada que esta presente en

otras familias como la GH27 que se incluye también en el mismo clan (Ernst et al., 2006;

Figura 1.5 Estructura de la a-glucosidasa de Beta vulgaris unida a acarbosa. A. Estructura
cristalografica de la a-glucosidasa (PDB:3w37). Se representa el dominio N-terminal en violeta,
el dominio catalitico [barril (B/a)s] en amarillo, el dominio C-terminal proximal en azul, el dominio
C-terminal distal en verde y el N-loop en rojo. Los residuos cataliticos se muestran en barras azul

cian.
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Okuyama et al., 2006). El Asp nucledfilo de estas a-glucosidasas esta incluido en la secuencia
altamente conservada G/F/Y)(L/I/VIM/F)WXDM(N/S/A)E, y el Asp acido/base normalmente en
la secuencia W(T/L/G/S)GDN-(A/S)-W (Sim et al., 2008, 2010; Gericke et al., 2017). La gran

similitud de los residuos que conforman el subsitio -1 se debe a que siempre acomodan una

unidad de glucosa (extremo no reductor del azucar que hidrolizan), mientras que el subsitio
+1 presenta algo mas de variabilidad, lo que modifica en cierta medida la especificidad de la
enzima por el sustrato sobre el que actua. El dominio N-terminal de la maltasa glucoamilasa
(NtMGAM) humana presenta una arquitectura del subsitio +1 bastante abierta, formada por
residuos relativamente pequefios (Y299, A576, T205 y T204), mientras que el de la sacarasa
isomaltasa (NtSl) presenta uno mas estrecho formado por residuos mas grandes (W327,
V605, L233 y Q232), razén por la que puede hidrolizar los enlaces a1-6 de la isomaltosa (Sim
et al., 2010). El residuo W327 parece ser importante en conferir la especificidad a1-6 puesto
que los otros dominios NtMGAM, CtMGAM y CtSI presentan una Tyr (Sim et al., 2008). Mas
aun este residuo es importante en la especificidad de la a-glucosidasa de S. occidentalis,
donde su mutacion W324Y provoca la disminucion de la eficacia catalitica de la enzima sobre
isomaltosa. Sin embargo, la especificidad de la actividad transferasa de la enzima también se
modificé con esta sustitucion, dando lugar a la formacién de un nuevo trisacarido, la centosa,
mediante la generacién de un enlace a2-4 (Song et al., 2013). La posicion N674 de la a-
glucosidasa de Aspergillus niger esta implicada en la interaccion con el subsitio +1y +2, ya
que, su mutacion por Phe disminuyd su eficacia catalitica por maltosa e isomaltosa, pero la
incrementé por maltotriosa (Ma et al., 2017). Ademas el residuo correspondiente en la
CtMGAM es la Phe1560 y en la estructura cristalografica de la proteina esta rodeado por 3
anillos de la acarbosa (un oligosacarido inhibidor de a-glusidasas que se usa en el tratamiento
de la diabetes), permitiendo que el compuesto se asocie con los subsitios ya mencionados
(Ren et al., 2011). Es necesario indicar que, a pesar de haberse realizado estos estudios, a
dia de hoy hay pocas estructuras resueltas de a-glucosidasas de la familia GH31 por lo que
los datos disponibles que relacionan estructura-especificidad de este tipo de enzimas son adn

€SCasos.

1.3 Transglucosilacién de aceptores

Las GHs, con mecanismo catalitico de retencion, no sélo son capaces de transferir unidades
glicosidicas tanto al sustrato sobre el que actian como a sus productos, sino que algunas de
ellas también pueden ftransferirlas a otras moléculas que actian como aceptores de

glicosilacion alternativos.

La glucosilacion se persigue muchas veces con el fin de mejorar y/o conceder nuevas

propiedades a los aceptores alternativos, pero también puede utilizarse con otros objetivos.

11



Introduccion

Algunos tipos de oligosacaridos biolégicamente activos son dificiles de sintetizar, o su

presencia es escasa en fuentes naturales. Por ejemplo, la teanderosa, un trisacarido con
potenciales propiedades prebidticas, formado por una sacarosa glucosilada, a través de un
enlace a1-6, en la unidad de glucosa, esta presente en la miel de abeja (también en el azlucar
de cafa) en concentraciones muy bajas. (Morel Du Boil, 1996; Luz Sanz et al., 2005; Ruiz-
Matute etal., 2010). La sintesis enzimatica de teanderosa ya se ha conseguido por
transferencia, utilizando una levansacarasa de Bacillus subtilis con sacarosa como sustrato y
la isomaltosa como aceptor. Con esta estrategia se consiguid una concentracion del
trisacarido de casi 150 g L' (Ruiz-Aceituno et al., 2017). En otro estudio la sacarosa fue la
que se utilizé como aceptor y la maltotriosa como sustrato para la amilasa maltogénica de
Bacillus stearothermophilus. En esta ocasion se formaron dos nuevos tetrasacaridos,

maltosil-sacarosa con enlace a1-6 a la unidad de glucosa o a la de fructosa (Lee et al., 2003).

La glucosilacion de ciertos compuestos también se realiza con el objetivo de aumentar su
estabilidad quimica y fisica. Asi, la glucosilacion del acido ascérbico (vitamina C), que es
altamente inestable en condiciones oxidativas y térmicas, se realizé con éxito utilizando la a-
glucosidasa de Aspergillus niger, que produjo el acido 2-O-a-D-glucopiranosil-L-ascérbico, un
compuesto mucho mas estable que mantiene la capacidad antioxidante de la vitamina C (Li
et al., 2017). Otra de las aplicaciones de mayor interés es la glicosilaciéon de compuestos
bioldgicamente activos pero poco o nada miscibles en soluciones acuosas, como es el caso
de los polifenoles u otras sustancias que tengan uno o varios grupos aromaticos, lo que hace
que sean moléculas muy poco biodisponibles (Serra et al., 2010). Los polifenoles tienen
capacidad de retrasar la aparicion de enfermedades como el Alzheimer, Parkinson, cancer,
enfermedad inflamatoria cronica, aterosclerosis o infartos de miocardio debido principalmente
por su gran capacidad antioxidante (Rizvi, 2012; Costa et al., 2017). La glucosilacién de
polifenoles lograria aumentar su solubilidad, biodisponibilidad e incluso su estabilidad, asi

como su resistencia al paso por el tracto digestivo.

Las ciclodextrin glucanotransferasas (CGTasas) han demostrado ser unas enzimas muy
eficientes en la glucosilacion de polifenoles. La CGTasa de Thermoanaerobacter sp. fue capaz
de glucosilar el epigalocatequin galato (EGCG), y uitilizando almidon soluble como sustrato
se obtuvieron dos productos, el mayoritario fue epigalocatequin galato 3-O-a-D-
glucopiranosido (Gonzalez-Alfonso et al., 2018). El EGCG se encuentra mayoritariamente en
el té verde y es un polifenol al que se le otorgan propiedades como disminucion de la presion
sanguinea, prevencion del sindrome metabdlico, disminucidn del colesterol en sangre y de la
grasa corporal, etc (Legeay et al., 2015; Bartosikova y Necas, 2018). Existen multiples

ejemplos mas de reacciones de transglicosilacién mediadas por CGTasas de distinto origen
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en los que se utilizaron distintos dadores de unidades azucaradas y compuestos fendlicos

como aceptores (piceido, naringina, quercetina, catequina, etc.) (Lim et al., 2021).

Aunque no todas las a-glucosidasas son capaces de glucosilar polifenoles y otros compuestos
aromaticos, si que hay algunos ejemplos de enzimas que muestran esta capacidad. A modo
de ejemplos, el gingerol se encuentra en el jengibre fresco y tiene una gran capacidad
antioxidante, antitumoral y antiinflamatoria (Mohd Yusof, 2016). Sin embargo, su solubilidad
en agua es de tan solo 0,18 g L'. La a-glucosidasa de Halmonas sp. fue capaz de glucosilar
el gingerol y producir 5-a-Glc-gingerol, un compuesto soluble en agua, que ademas aumento
su estabilidad frente al calor y las condiciones acidicas (Ojima et al., 2012). La arbutina un
glicésido usado principalmente en cosmética, conocido también por sus propiedades
antibacterianas (sobre todo en el tratamiento de infecciones del tracto urinario),
antiinflamatorias, antitumorales y antioxidantes (Migas y Krauze-Baranowska, 2015) muestra
baja estabilidad en soluciones acuosas y se hidroliza parcialmente dando lugar a
hidroquinona. La glucosilacién de arbutina se logré con la a-glucosidasa de Thermoplasma
acidophilum, lo que probablemente aumente su estabilidad y solubilidad (Seo et al., 2011).
Algunas a-glucosidasas poseen también un amplio espectro de glucosilacion de compuestos
fendlicos, como la a-glucosidasa de Xanthomonas campestris que es capaz de glucosilar el

fenol, la vainillina y la etil vainillina usando la maltosa como sustrato (Chen et al., 2019).

1.4 Inmovilizacién enzimatica

Desde un punto de vista biotecnoldgico, la produccion de IMOs y productos glucosilados a
gran escala debe realizarse siempre de la forma mas rentable posible, lo que hace de la
inmovilizacion enzimatica una estrategia muy utilizada por permitir la reutilizacion del
biocatalizador y facilitar su separacion de los productos de la reaccion. Ademas, en muchas
ocasiones con esta estrategia se logra mejorar la estabilidad del biocatalizador. Con la
inmovilizacion se pretende el confinamiento de la enzima en un espacio concreto de manera
que esta pueda ser reutilizada repetida y continuamente (Katchalski-Katzir y Kraemer, 2000).
Los métodos de inmovilizacion desarrollados mas utilizados son los basados en la unién de
la enzima a un variado tipo de soportes mediante unién covalente, iénica, adsorcion o
quelacion; el entrecruzamiento entre las enzimas o células a inmovilizar; y el atrapamiento
que puede realizarse mediante encapsulacion, redes poliméricas o fibras (Figura 1.6) (Sirisha,
Jain y Jain, 2016).

Debido a la gran consciencia social que existe en la actualidad sobre el impacto medio
ambiental que causa la sociedad de consumo, se ha generado una tendencia social hacia la
produccién y consumo de materiales sostenibles, lo que ademas esta promovido por politicas

europeas como el Pacto Verde Europeo (European Green Deal). Por ello el uso de materiales

13



Introduccion

reciclables o de fuentes naturales renovables en los procesos de inmovilizacién enzimatica es

lo mas deseable. En este contexto, la quitina es el segundo polimero natural mas importante
en la naturaleza, después de la celulosa, y el primero de origen marino. Este largo polisacarido
lineal, e insoluble en soluciones acuosas, esta formado principalmente de unidades de N-
acetil-D-glucosamina (GIcNAc) unidas entre si por enlaces 31-4. Por desacetilacion de quitina
se produce quitosano, el unico polisacarido natural que contiene unidades de D-glucosamina
y N-acetil-glucosamina, lo que lo hace ser mucho mas soluble que la quitina. La quitina se
obtiene generalmente del exoesqueleto de crustaceos marinos, como son las gambas y los
cangrejos (Rinaudo, 2006). Tanto la quitina como su derivado desacetilado tienen multiples
aplicaciones en biotecnologia por sus propiedades antimicrobianas, analgésicas y
antioxidantes, ademas de por su biocompatibilidad, biodegradabilidad, bajo coste y por actuar
como potenciadores de la adhesién, entre otras (Aranaz et al., 2009). La quitina y el quitosano

también son usados para producir distintos tipos de polimeros que tienen multitud de

Union a soportes
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Figura 1.6 Esquema de los métodos de inmovilizaciéon enzimatica y celular mas

generales.

aplicaciones, por ello no es de extrafiar que también se haya estudiado su utilizacion como
soporte en las inmovilizaciones enzimaticas y celulares (Verma et al., 2020). El quitosano, por
sus caracteristicas y mayor solubilidad, se ha empleado mucho mas que la quitina para crear
distintos soportes de inmovilizacion. Se ha usado también, en combinaciéon con otros
materiales o sélo, en una gran variedad de protocolos para la inmovilizacién enzimatica. En

este contexto, la a-glucosidasa de Aspergillus niger fue inmovilizada con éxito mediante
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encapsulacion en alginato-quitosano-fosfato calcico, lo que logré incrementar la actividad de

la enzima en un mayor rango de pH y temperatura, ademas de mejorar su estabilidad

operacional y de almacenaje (Zhang et al., 2009).

El quitosano tiene también multiples grupos funcionales, por lo que es utilizado muy
frecuentemente en procesos de inmovilizacion mediante uniéon covalente en el que se
emplean distintos tipos de linkers. Entre ellos, el mas utilizado, por sus propiedades reactivas
en condiciones moderadas, es el glutaraldehido (GA), molécula que puede reaccionar con los
grupos amino de las proteinas para formar bases Schiff, tanto en condiciones acidicas como
neutras. Estas uniones no suelen ser muy estables y revierten a los grupos aldehido y amino
(Migneault et al., 2004; Barbosa et al., 2014). Por ello, en muchos protocolos de inmovilizacién
se recomienda el uso de NaBHs o NaBCNHS3; para estabilizar la base de Schiff por medio de
una reduccion del grupo amino a la correspondiente amina secundaria. Sin embargo, algunos
estudios sugieren también que con estos agentes reductores tampoco se incrementa
drasticamente la estabilidad de la enzima inmovilizada (Fernandez-Lafuente et al., 1995). Lo
que si que se ha aceptado de una forma general es que en condiciones moderadas la

formacion de la base de Schiff tiene lugar principalmente con el N-terminal de las proteinas.

La concentracion de GA, el tiempo y la temperatura de activacion del soporte, asi como la
cantidad de enzima y el tiempo en el que ésta se incuba con el soporte ya activado son
factores que afectan notablemente al rendimiento de las inmovilizaciones. Asi, la
inmovilizacion de la a-glucosidasa de Geobacillus stearothermophilus sobre microesferas
magnéticas de quitosano se optimizo tras valorar todos estos factores mencionados, tras lo
que se consiguié un 65 % de actividad recuperada (Chen et al., 2018). El quitosano también
se ha usado para modificar las caracteristicas de otros tipos de soportes, como el papel de
filtro de celulosa que también fue activado con GA. Con esta estrategia, se inmovilizd
exitosamente una a-glucosidasa de Aspergillus niger que mejord su estabilidad quimica y
fisica. Ademas, se utilizd6 un soporte econémico y respetuoso con el medio ambiente (Liu,
Cheny Shi, 2019).

Por su baja toxicidad, la genipina (GP) es un reactivo que esta ganando gran popularidad
como agente entrecruzador en los protocolos de inmovilizacién. Generalmente se usa GP
para producir materiales basados en quitosano que son estabilizados por entrecruzamiento,
y en la inmovilizaciéon enzimatica por unién covalente (Tacias-Pascacio et al., 2019). Hasta
dénde llega nuestro conocimiento, no se han realizado inmovilizaciones de a-glucosidasas, o
de ninguna otra enzima relacionada con la sintesis de IMOs, usando GP como linker. Aunque
si que hay ejemplos publicados con otras GHs, como la xilanasa de Thermomyces

lanuginosus, que fue inmovilizada sobre particulas magnéticas de quitosano mediante unién
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covalente con GP, aumentando la actividad a distintos valores de pH y temperatura asi como

su velocidad catalitica en relacion con la enzima libre (Gracida et al., 2019). También una f3-
glucosidasa comercial fue inmovilizada sobre chitosan beads (bolas de quitosano) usando
GP, consiguiendo con ello una gran estabilidad fisica, quimica, operacional y de almacenaje
del biocatalizador, que fue utilizado en la produccion de genisteina, un fitoestrégeno
isoflavonoide (Phadungcharoen et al., 2019). En el caso de las inmovilizaciones que implican
reacciones de transglicosilacién, la (-galactosidasa de A. oryzae se inmovilizd sobre
particulas de quitosano empleando GP o GA. La GP dio mejores resultados ya que con este
linker se consiguié aumentar la estabilidad térmica y operacional del biocatalizador y se

obtuvo un rendimiento del 30% en la produccion de galactooligosacaridos (Klein et al., 2016).

1.5 Schwanniomyces occidentalis organismo de interés

biotecnolégico

Schwanniomyces occidentalis es una levadura ascomiceta descrita por primera vez en 1909
por Kloecker, quien la aislé en la isla de Santo Tomas (Islas Virgenes), en las Indias
Occidentales, de ahi el nombre que se le dio a esta especie (Dohmen y Hollenberg, 1996). La
levadura es crabtree negativa y tiene un fuerte efecto Pasteur, es decir presenta metabolismo
oxidativo incluso con altas concentraciones de sustrato y muy poca capacidad fermentativa
en condiciones aerobias. S. occidentalis es conocida por los genes de su sistema amilolitico,
que han sido incluidos por transformacion en Saccharomyces cerevisiae para su aplicacion
en fermentaciones encaminadas a la produccion de cerveza y la elaboracién de panes
(Hollenberg y Strasser, 1990). Esta levadura también ha sido estudiada como sistema de
expresion de genes exogenos con relativo éxito, aunque su uso de codones alternativo, donde
el triplete CUG dirige la incorporacién de Ser en lugar de Leu, y que provocaria cambios en la
secuencia proteica de las proteinas heterélogas expresadas, descartdé su uso para este fin
(Piontek et al., 1998; Alvaro-Benito et al., 2010, 2013). Algunos de los genes relacionados con
el metabolismo de carbohidratos de esta levadura han sido ya también ampliamente
estudiados. Su actividad B-fructofuranosidasa ha sido analizada exhaustivamente por la
capacidad que tiene para sintetizar los fructooligosacaridos 6-kestosa (el producto
mayoritario) y 1-kestosa, ambos por transfructosilacién de sacarosa (Alvaro-Benito et al.,
2012; De Abreu et al., 2013; Piedrabuena et al., 2016; Rodrigo-Frutos et al., 2019). Enzimas
relacionadas con su sistema amilolitico, como la amilasa SWA2 (Abarca et al., 1991; Yafez
etal.,, 1998) también fueron analizadas y caracterizadas previamente. El gen de la
glucoamilasa GAM1 también fue previamente aislado y estudiado, aunque posteriormente se
demostré que codificaba una actividad a-glucosidasa (Dohmen et al., 1990; Hulseweh et al.,

1997; Sato et al., 2005). Esta a-glucosidasa fue capaz de producir IMOs principalmente
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Introduccion

isomaltosa, panosa e isomaltotriosa a partir de maltosa (no se valoraron las cantidades

producidas), y por mutagénesis dirigida se logré generar una variante de esta proteina que
producia un trisacarido nuevo la centosa a unas concentraciones de 16mM partiendo de 200

mM de maltosa (Song et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

Los carbohidratos constituyen el material biolégico mas abundante en la naturaleza. Entre las
enzimas activas sobre carbohidratos, las glicosil hidrolasas (GH) catalizan la hidrélisis de di-,
oligo- y polisacaridos, pero ademas para muchas de ellas, la formacion de un nuevo enlace
glicosidico y su hidrdlisis son dos variantes del mismo proceso catalitico. Algunas GH pueden
transferir un resto glicosilo de un azucar a otro carbohidrato, o incluso transferirlo a un aceptor
no glicosidico. Dualidad que les confiere un enorme potencial biotecnolégico para la sintesis

de nuevas moléculas.

El trabajo aqui realizado se centra en el estudio de una actividad a-glucosidasa de la levadura
Schwanniomyces occidentalis (GAM1), una enzima en principio capaz de sintetizar

oligosacaridos de interés industrial, y concretamente isomaltooligosacaridos (IMOs).
Los objetivos que nos propusimos al inicio del trabajo fueron los siguientes:

- La expresion heterdloga del gen responsable de la actividad GAM1 en Pichia

pastoris y la purificacion de la enzima heterdloga.

- La caracterizacién de las propiedades bioquimicas y cinéticas de la enzima
producida y el analisis de su capacidad transferasa, tanto para la formacién de IMOs

como para la glicosilacién de distintos tipos de aceptores.

- El estudio de los determinantes estructurales implicados en la especificidad de esta
enzima. Para ello nos propusimos utilizar modelos estructurales de GAM1 obtenidos
por homologia con otras proteinas con sus estructuras 3D ya resueltas, la obtencion
de variantes proteicas en el bolsillo catalitico de la enzima por mutagénesis puntual,
y evaluar la implicacién que tenian estos cambios en la capacidad

hidrolasa/transferasa de la enzima.

- Lainmovilizacion de la enzima a soporte de quitosano, y el analisis de la actividad

operacional del biocatalizador formado.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Azucares y reactivos

Los productos quimicos usados en las disoluciones de este trabajo fueron disueltos en agua

destilada o bidestilada a través del sistema Milli-Q-Plus (Millipore).

El origen de los azucares utilizados en el desarrollo de esta tesis se recopila en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Azlcares

Azucar Estructura® Casa comercial
Glucosa a-D-Glc Merck
Fructosa B-D-Fru Merck
Galactosa a-D-Gal Sigma-Aldrich
Xilosa D-Xil Merck
Maltosa a-D-Glc(1—4)-a-D-Glc Sigma-Aldrich
Isomaltosa a-D-Glc(1—6)-a-D-Glc TCI chemicals
Kojibiosa a-D-Glc(1—2)-a-D-Glc Carbosynth
Nigerosa a-D-Glc(1—3)-a-D-Glc Carbosynth
Trehalosa a-D-Glc(1—1)-a-D-Glc Sigma-Aldrich
Sacarosa a-D-Glc(1—2)-8-D-Fru Merck
Isomaltotriosa [a-D-Glc(1—6)]2-a-D-Glc | TCI chemicals
Isomaltotetraosa | [a-D-Glc(1—6)]s-a-D-Glc | TCI chemicals
Lactosa B-D-Gal(1—4)-a-D-Glc Sigma-Aldrich
Maltotriosa [a-D-Glc(1—4)]2-a-D-Glc | Sigma-Aldrich
Maltotetraosa [a-D-Glc(1—4)]s-a-D-Glc | Sigma-Aldrich

*Glc: glucosa; Fru: fructosa; Gal: galactosa.

El antibiético ampicilina (Sigma-Aldrich) se disolvié en agua destilada a una concentracion

final de 100 mg mL-", se esteriliz6 por filtracion y conservé a -20°C.

La histidina (Sigma-Aldrich) y biotina (Merck) se disolvieron en agua destilada al 0,4 % y 0,02
% (p/v), respectivamente, y fueron esterilizadas por filtraciéon. El sorbitol se preparé a una
concentracion de 1 M en agua destilada y se esterilizé por calor humedo (1 atm 20 min). Estas

disoluciones se conservaron a 4°C.
El bromuro de etidio (Sigma-Aldrich) se preparé en agua a una concentracion de 10 mg mL".

Para la elaboracion del soporte de inmovilizacién se utilizé quitosano de bajo peso molecular

(Sigma-Aldrich) al 2 % (p/v) en una disolucién de acido acético al 2 % (p/v).
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Los proveedores de los kits comerciales y demas productos utilizados en las distintas partes

de este trabajo se detallan en las secciones de materiales y métodos donde fueron utilizados.

3.2 Disoluciones tampén

Para el analisis la actividad hidrolitica y de transglicosilacion se utilizé acetato sédico 100 mM
pH 4,5. Para la inmovilizacién a gran escala se uso fosfato potasico 50 mM pH 7. Este mismo
tampon se us6 también tanto en la preactivacion del soporte como en la incubacion de la

enzima.

En los ensayos para valorar la actividad y la estabilidad enzimatica, tanto de la enzima libre
como de las inmovilizadas, frente a pH se empled el tampdn universal Britton-Robinson
(Britton y Robinson, 1931). Se prepard una disolucion de fosférico, acético y borico a una
concentracién de 40 mM y se ajusté a cada uno de los pH utilizados con una disolucion de
hidréxido de sodio 0,4 M.

Los medios de cultivo de Pichia pastoris se tamponaron con fosfato potasico 1 M pH 6
(concentracién final en el cultivo de 100 mM).

3.3 Material biolégico

3.3.1 Microorganismos
En este trabajo se utilizaron los siguientes microorganismos:

Escherichia coli DH5a (F-, @80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, recA1, endA1, hsdR17 (rx-,
mg+) phoA, supE44, A-, thi-1, gyrA96, relA1), facilitado por el Servicio de Fermentaciones del
Centro de Biologia Molecular Severo-Ochoa (CBMSO) en la obtencién de construcciones

plasmidicas.

Pichia pastoris GS115 (his4") de Invitrogen, levadura metilétrofa y auxétrofa para histidina, en
la que no se ha descrito la presencia de genes o enzimas con actividad a-glucosidasa, se

utilizé en la expresion de la a-glucosidasa GAM1.

3.3.2 Plasmidos

Los plasmidos utilizados en este trabajo se presentan en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.2. Plasmidos y constructos de este trabajo.

co\:1esi:32to Ta(nk1§)ﬁ ° Hospedador Caracteristicas Referencia
pSTBlue-1 3,9 E. coli AmpR, lacZa Novagen
plB2 55 E. coli/P. pastoris AmpR, HIS4, pGAP (Sears et al., 1998)
piB4 5,8 E. coli/P. pastoris AmpR, HIS4, pAOX1 (Sears et al., 1998)
GAM1.pSTBlue-1 6,7 E. coli AmpR, lacZa Disponible en el grupo
GAM1.piB2 8,4 E.coli/P. pastoris AmpR, HIS4, pGAP Este trabajo
GAM1.piB4 8,7 E. coli/P. pastoris AmpR, HIS4, pAOX1 Este trabajo

AmpR: resistencia a ampicilina; lacZa: fragmento de la B-galactosidadasa HIS4: histidinol deshidrogenasa 4;
pGAP: promotor de la gliceraldehido-3-P deshidrogenasa; pAOX7: promotor de la alcohol deshidrogenasa 1;

3.4 Cultivo y mantenimiento de microorganismos

3.4.1 Bacterias

Los cultivos bacterianos se realizaron y mantuvieron en medio Luria-Bertani (LB):
bactotriptona 1 % (p/v; Pronadisa), extracto de levadura 0,5 % (p/v: Difco) y NaCl 1,0 % (p/v;
Merck), a 37 °C y agitacion constante de 250 rpm para medios liquidos. Los cultivos en medio
solido contenian 2,0 % (p/v) de agar bacterioldgico (Pronadisa). Los transformantes se
seleccionaron en LB con ampicilina (100 ug mL-") tanto en medio liquido como solido. Se
prepararon alicuotas de los cultivos en el mismo medio de seleccion afiadiendo glicerol al 85

% (v/v; Merck) en una relacién 1:1 (v/v) para su conservacion a -70°C.

3.4.2 Levaduras

Los cultivos de P. pastoris se incubaron a 28-30°C, con una agitacion orbital constante de 200
rpm en el caso de los medios liquidos. En la preparacién de los medios sélidos se adicion6 2

% (p/v) de agar bacterioldgico.
Los medios usados fueron los siguientes:

Medio rico YEPD: extracto de levadura 1 %, bactopeptona 1 % (Difco) y glucosa 2 %, todos

en p/v.

Medio minimo dextrosa (MD): YNB (bases nitrogenadas paar levadura sin aminoacidos,
Difco) 1,3 %, glucosa 2%, biotina 4 x 10-° % (Merck) todos en p/v.

Medio minimo almidén sorbitol (MMAS): YNB 1,3 %, sorbitol 2 %, almidon 2 % (Sigma-
Aldrich), biotina 4 x 10-® % (Merck), todos en p/v y adicion de 0,5 % de metanol (v/v) una vez

atemperado el medio para la induccidn de la expresion de proteinas.

Medio minimo tamponado, con glicerol (BMG): YNB 1,3 % (p/v), tampdn fosfato potasico

100 mM pH 6 y glicerol 1 % (v/v; Merck). Los preindculos usados para iniciar los cultivos en
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fermentador contenian un 4 % (v/v) de glicerol.

Medio minimo tamponado, con glucosa (BMGlIc): misma composicion que el anterior

usando glucosa 1 % en lugar de glicerol.

Medio minimo tamponado, con metanol (BMM): YNB 1,3 % (p/v), tampdn fosfato potasico
100 mM pH 6 y metanol 0,5 % (v/v; Merck).

Medio minimo tamponado, con maltosa (BMMal): YNB 1,3 % (p/v), tampén fosfato potasico
100 mM pH 6 y maltosa 10 % (p/v; Sigma-Aldrich).

Medio de fermentacién con sales (FBMS): Por cada litro: 22,6 g de &cido fosforico (HzPOa,
Merck), 18,2 g de sulfato potasico (K2SOa4, Merck), 0,9 g de sulfato célcico (CaSOa, Merck),
14,9 g de sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4-7H20, Merck), 4,1 g de hidréxido
potasico (KOH, Merck) y 40,0 g de glicerol. Ademas, se afiadieron 4,5 mL de trazas PTM1.

Trazas PTM1: la disolucion de 1 L de trazas en agua destilada contenia: 65,0 g de sulfato
ferroso heptahidratado (FeSO4-7H20, Sigma-Aldrich), 20,0 g de cloruro de zinc (ZnCl,, Merck),
6 g de sulfato cuprico pentahidratado (CuSO4-5H.0, Merck), 3,0 g sulfato de manganeso
hidratado (MnSO4-H>O, Merck), 0,08 g de yoduro de sodio (Nal, Sigma-Aldrich), 0,2 g de
molibdato sédico dihidratado (Na:MoO4-2H.0, Merck), 0,02 g de acido bérico (HsBOs, Merck),
0,5 g de cloruro de cobalto (CoCl,, Merck), 5 mL de acido sulfurico 95-95 % (H2SO4, Merck) y
0,2 g de biotina. Esterilizado por filtraciéon y almacenado a temperatura ambiente hasta su
utilizacion.

Todos los medios fueron esterilizados con calor hUmedo mediante autoclave a 1 atm 20 min,

a no ser que se indique lo contrario.

La evolucion del cultivo de P. pastoris en medio liquido fue monitorizada
espectrofotométricamente valorando la absorbancia a 600 nm (DOeo).

3.4.3 Transformacién de microorganismos

Las cepas de E. coli fueron transformadas por choque térmico siguiendo la metodologia
estandar proporcionada por el Servicio de Fermentacion del CBMSO. La cantidad de ADN
utilizada fue 10-100 ng disueltos en 1-10 uL. Los transformantes fueron seleccionados en

placas de LB con ampicilina 100 ug mL".

La transformacién de P. pastoris se llevé a cabo por electroporacién. Para ello, las células se
cultivaron en medio YEP durante 18 horas hasta alcanzar una densidad o6ptica de 1,3-1,5
unidades (UDOeno).

Las células se centrifugaron a 1500xg durante 10 minutos. Posteriormente, se realizaron 3

28



lavados: con 250, 125 mL de agua estéril y 10 mL de sorbitol 1M (todos frios y en este orden)
seguidos de centrifugacion en las condiciones anteriores. Finalmente, las células se

resuspendieron en 1 mL de sorbitol 1 M y se conservaron en hielo hasta su electroporacion.

La electroporacién se llevd a cabo en cubetas de Gene pulse/Micro pulser de 0,2 cm (Bio-
Rad) con 80 uL de células competentes y al menos 20 pg de los plasmidos y construcciones
previamente linealizadas con 1 pL de la enzima de restriccion Stul (Roche) o bien con 1 pyL
de Eco1471 (Fast digest, Thermo Fisher), ambas enzimas con dianas de restriccion en el gen
His4, lo que permitiria la integracién por recombinacion homoéloga en el locus his4 de la
levadura. Las suspensiones celulares se incubaron 10 min en hielo, tras lo que se le aplicd un
pulso de 1.5 kV, 25 uF y 200 Q con el sistema Gene Pulser Il asociado al Pulse Controller
(ambos de Bio-Rad). Tras la electroporacion se afiadié 1 mL de sorbitol 1M y las soluciones
de transformacion se incubaron a 30°C, sin agitacion durante 1-2 horas. Transcurrido este
tiempo se sembraron 100-200 uL de las soluciones en placas con medio MD previamente

atemperadas.
3.5 Obtencion y manipulacion de acidos nucleicos

3.5.1 ADN plasmidico de E. coli

La extraccion de ADN plasmidico se realiz6 mediante el método clasico de lisis alcalina
(Sambrook, Fritsch y Maniatis, 1989). Ocasionalmente se uso6 el kit comercial para la
purificacion de ADN plasmidico NZYMiniprep de NZYTech.

3.5.2 Obtencion de clones y tratamientos del ADN

Las reacciones de digestion de ADN con enzimas de restriccion (la mayoria de NEB), la
desfosforilacion con fosfatasa alcalina (Roche) y la ligacion con T4 ADN ligasa (NEB) se

llevaron a cabo siguiendo las instrucciones de los proveedores.

Los fragmentos de las PCR a clonar fueron purificados de gel utilizando el kit comercial Wizard
SV Gel and PCR Clean-up System (Promega) o bien NZYGelpure (NZYTech).

La construccion GAM1.pSTBIlue que contenia el gen que dirige la sintesis de GAM1 insertado
en el vector pSTBIlue-1 habia sido obtenida previamente en el laboratorio y fue utilizada como
molde en la amplificacion del gen GAM1 mediante PCR con los oligonucleotidos GAM1.Fw y
GAM1.Rv (Tabla 3.3) que incluian las dianas para las enzimas de restriccion EcoRI'y BamHI.
El producto de amplificacidn y el vector plB4 fueron digeridos con las enzimas de restriccion
indicadas, analizados en gel de agarosa 0.7% (ver apartado 3.5.4), purificados a partir del gel

(usando Wizard SV Gel), ligados con T4 ADN ligasa (NEB) y transformados en E. coli. Los
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transformantes de obtenidos portaban la construccion GAM1.pIB4 que incluia el gen GAM1
(entre los sitios EcoRI-BamHI del MCS), flanqueado por secuencias promotoras y

terminadoras del gen AOX1 y su expresion controlada por metanol.

Para las transformaciones de P. pastoris, las construcciones ya linealizadas (en His4) fueron

concentradas mediante precipitacion con etanol (Sambrook, Fritsch y Maniatis, 1989).

3.5.3 Reaccién en cadena de polimerasa (PCR)

Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se llevaron a cabo con los cebadores
especificamente disefados (Sigma-Aldrich) que se muestran en la Tabla 3.3. Para las
reacciones se utilizaron los termocicladores 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystem) o bien
Labnet™ Termociclador MultiGene™ OptiMax (Labnet™ TC9610-230). Las PCR rutinarias se
realizaron con la polimerasa GoTaq (Promega) o bien con el kit NZYtaq Il 2x Green Master
Mix (Nzytech), siguiendo las indicaciones de los proveedores. En las reacciones de PCR que
amplificaban fragmentos mas grandes o que requerian mayor fiabilidad (clonacién o
mutagénesis) se utilizé Phusion High-Fidelity DNA polymerase (NEB). En todos los casos se
siguieron las recomendaciones del fabricante y se usaron temperaturas de anillamiento

acorde a las Tm de los cebadores empleados.

Tabla 3.3 Oligonucleétidos empleados

Nombre Tipo Secuencia nt Tm(°C) Aplicacién
GTGTGTGAATTCATGATTTTTCTG

Chdll.ry | sehred AAGCTGAT £ 7.5 | Amplificacién y clonacién en
GTGTGTGGATCCTTACCAAGTAA plB4 de GAM1

GAM1.Rv Reverse TGGTGAAA 31 71,9

ANSV Rv Reverse GCGTTAGAAACATCGAAAC 19 57,4

Secuenciacion de GAM1,

GY'EQEN Forward GGTTACTTGCAAGAAAATGC 20 58,9 comprobacion de mutantes
W y PCR de colonia (P.
RSLSRv | Reverse CGACACCACTTAAGGAACG 19 60,8 pastoris y E. coli)
AOX15 | Forward | GACTGGTTCCAATTGACAAGC 21 57,7 Secuenciacion de insertos
AOX13 | Reverse | GCAAATGGCATTCTGACATCC 21 58,2 en pIB4 y PCR de colonia
PGAP 5 | Forward GGCAATAATAGCGGGCGG 18 58,7 Secuenciacion de insertos

en plB2

* En negrita y subrayada se encuentran las dianas de restriccion EcoRIl y BamHI.

Se realizaron reacciones de PCR de colonia para comprobar la transformacion de E. colio P.
pastoris. Para ello, en el caso de las bacterias, se tom6 una pequefia cantidad de cada una
de las colonias a analizar, se resuspendio en 30 pyL de agua estéril (en tubo tipo eppendorf),
y se mantuvo a 100°C durante 5 minutos (rotura celular). Se tomaron 5 L de la suspension
para usarla como molde en la PCR. De forma estandar se usaron 25 ciclos de amplificacion.
Con los cebadores GYLQEN Fw y RSLS Rv (Tabla 3.3).

En el caso de la levadura, y de manera analoga, una pequena cantidad de cada una de las
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colonias a analizar se resuspendieron también en 30 uL de agua estéril. Posteriormente, con
el fin de romper las células, se realizaron 8-10 ciclos de tratamiento a 100°C seguido de un
enfriamiento en hielo seco con etanol 96° durante 10 segundos (por ciclo). Se utilizaron 5 pL
de las suspensiones en las reacciones de PCR con los mismos cebadores utilizados para las
PCR de colonia de clones bacterianos, que en este caso se llevaron a cabo utilizando 30-35
ciclos de amplificaciéon puesto que el nimero de copias de la construccién por célula de

levadura es menor al integrarse las construcciones en el ADN gendmico.

Las PCR mutagénicas de GAM1 se llevaron a cabo con cebadores disefiados segun las
especificaciones de Liu y Naismith (2008), teniendo en cuenta el uso de codones de P.
pastoris y sus secuencias y caracteristicas estan recogidas en la Tabla S1 del material
suplementario. La mezcla de reaccién contenia 50-100 ng de GAM1.pIlB4 como molde y los
primers a una concentracion de 1 uM. La PCR se realizé con la polimerasa de alta fidelidad y
las condiciones del termociclador fueron: 1 min de desnaturalizacion inicial a 98°C, seguido
de 10 ciclos de 98°C 15 s, 58-68°C 30 s, 72°C 4 min 30s, después 20-25 ciclos en 2 pasos:
98°C 15s, 72°C 4 min 30s y una elongacion final de 10 min a 72°C. Las temperaturas de
anillamiento utilizadas en los primeros ciclos se calcularon utilizando la herramienta NEB Tm
calculator con las partes no solapantes de los cebadores para asegurar el anillamiento de sus
extremos 3’ con el molde. El producto de la PCR fue analizado mediante electroforesis en gel
de agarosa al 0,7%. EI ADN molde fue eliminado mediante el tratamiento con 1 pL de Dpnl
(Fermentas, Thermofisher) durante 16-18 horas o 1 hora, segun las especificaciones del
fabricante utilizado. Este tratamiento en principio digiere el ADN metilado utilizado como molde
procedente de bacterias. Se usaron de 5-10 yL de la reaccion para transformar E. coli por

choque térmico.

3.5.4 Visualizacion de acidos nucleicos y cuantificacion

El ADN se analizé6 en geles de agarosa al 0,7% que contenia agarosa D-1 LOW EEO
(Pronadisa) y bormuro de etidio a una concentracién de 1 ug mL-'. Los geles se prepararon
con el tampén TAE (Tris-HCI 40 mM, acido acético 20 mM pH 8,0, EDTA 2 mM). El mismo
tampoén se utilizé para la realizacion de la electroforesis a 100V durante 25-30 min. Los
marcadores de peso molecular usados fueron 100 pb de NEB o Ladder Il de NZYTech, segun

el tamafio esperado de los acidos nucleicos a analizar.

En la cuantificaciéon de las muestras de ADN se utilizd6 o bien densitometria y el software
Imaged a partir de las imagenes de los geles obtenidas en el transiluminador Dragonfly SLite

140 o el analisis espectrofotométrico en NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific).
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3.5.5 Secuenciacion

La verificacion de las construcciones/sustituciones realizadas se llevd a cabo por
secuenciacion, en Macrogen, siguiendo las indicaciones de esta entidad referente a la

preparacion de muestras y aportando los cebadores de secuenciacion (Tabla 3.3).
3.6 Obtencion y manipulacion de proteinas

3.6.1 Expresion de GAM1 en Pichia pastoris

Las colonias de P. pastoris transformadas con la construccion GAM1.pIB4, asi como las que
tenian todas y cada una de las mutaciones generadas, fueron cultivadas en medio sélido MD.
Se transfirieron a 25 mL de medio BMG, en un matraz de 250 mL (una colonia por matraz) y
se cultivaron durante 18-24 horas hasta alcanzar una DOego de 4-8 unidades. Posteriormente,
las células se transfirieron a tubos estériles Falcon de 50 mL y se centrifugaron a 2000 rpm
en el rotor Sorvall SPX 6000 durante 10 min. Las células se resuspendieron en el volumen de
medio BMM necesario para obtener una DOggo de 1 unidad (aproximadamente 100-200mL).
Los cultivos se suplementaron cada 24 horas con el volumen de metanol absoluto necesario
para alcanzar una concentracion final de 0,5% (v/v) para lograr la induccion de la expresion
de la proteina GAM1.

Para la induccion de la expresién de GAM1 en las levaduras transformadas con GAM1.pIB2
se siguio un proceso similar, pero el medio de cultivo inicial contenia glucosa al 1 % (p/v) en

lugar de glicerol y se transfirid al medio minimo maltosa tamponado para la reaccién one-pot.

3.6.2 Purificaciéon y concentraciéon de proteina GAM1

Los transformantes de P. pastoris que expresaban tanto la proteina GAM1 wild type (wt) como
todas las variantes de la proteina obtenidos en este trabajo por mutacién puntual se cultivaron
en medio BMM (0,8-1,5 L) durante aproximadamente 72 horas, las células fueron retiradas
por centrifugacion a 3000 g (en Beckman Avanti J-25) durante 15 minutos a 4°C. La fraccién
extracelular fue filtrada a través de fibra de vidrio GF/C (Wathman) y membrana de
nitrocelulosa de 0,45 um de diametro de poro (Millipore) para eliminar los restos celulares, y
posteriormente concentrada por filtracion tangencial usando cartuchos de Vivaflow 50 PES de
50 000 MWCO (Sartorius) hasta obtener volumenes inferiores a los 50 mL. Finalmente, y
cuando fue necesario, se recurrid a un segundo proceso de concentracion, hasta obtener
volimenes de 0,8-1,5 mL utilizando filtros Amicon Ultra-Ultracel (50000 MWCO) vy
centrifugaciones de 5000 rpm en rotor Sorvall SPX 6000 durante 20 minutos. Las variantes

proteicas obtenidas fueron conservadas a -70°C hasta su utilizacion.
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3.6.3 Analisis SDS-PAGE

Las proteinas se resolvieron en geles discontinuos de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) siguiendo el protocolo de Laemmli y Favre (1973), con una
concentracion de acrilamida del 8-10% en el gel de resolucién y de 3% para el del
concentrador. Las electroforesis se llevaron a cabo en tampon Tris-Glicina (25 mM Tris, 185
mM glicina, 3,5 mM SDS) a 180V a 4-6°C durante 1 hora y 20-30 min, aproximadamente,
utilizando un sistema vertical Mini-Protean 3 (Bio-Rad). Las soluciones proteicas (10 pL) se
prepararon anadiendo 5 pL de tampdn de carga (SDS 1 %, glicerol 4,2 %, Tris-HCI 31,2 mM
pH 6.5, B-mercaptoetanol 5,0 %, DTT 2,5 % y azul de bromofenol 0,01 %, concentraciones
finales); cuando fue necesario se afadieron 5 uL de tampén Tris-HCI 1,5 M pH 7,5 y las
mezclas se hirvieron durante 5 min. Los geles resueltos se tifieron con Coomassie coloidal
(National Diagnostic), Quick Coomassie (Generon) o BlueSafe (Nzytech). EI marcador de
peso molecular utilizado fue Precision Plus Protein Standard Unstained de amplio rango (10-
250 kDa) de Bio-Rad.

3.6.3 Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas se cuantificé por densitometria de las imagenes de los geles
mediante el software Imaged 1.51p o bien mediante medida de la absorbancia a 280 nm
utilizando Nanodrop ND-1000.

3.6.4 Desglicosilacion de proteinas

Las desglicosilaciones proteicas se realizaron con la péptido-N-glicosidasa F (PNGasa F) y la
a1-2,3,6 manosidasa (ambas de NEB), en condiciones nativas siguiendo las instrucciones del
fabricante y 2 horas de tratamiento. Se realizaron reacciones independientes con cada una

de las desglicosilasas y secuenciales con las dos.
3.6.5 Analisis de la actividad a-glucosidasa

3.6.5.1 Método del GOD-POD

El ensayo de la actividad hidrolitica de GAM1 se realizé por deteccion de glucosa en la mezcla
de reaccion (Figura 3.1). Las reacciones se llevaron a cabo en placas multipocillo con 5 uL de
solucion enzimatica y 45 pl de maltosa 2,2 mM disuelta en tampon acetato sédico 100 mM pH
4.5, que se incubaron a 37°C durante 10 min con 400 rpm de agitacién (en Vortemp 56,
Labnet). En ocasiones se duplicé el volumen de reaccién y se utilizaron tubos tipo eppendorf.
La inactivacién de la reaccion se realizd por incubacién a 80°C durante 15-20 minutos o a
100°C durante 5 minutos, en las placas multipocillo o en los tubos, respectivamente. La

valoracion de la glucosa presente en el medio de reaccién se realiz6 utilizando el reactivo
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Glucosa oxidasa — Peroxidasa (GOD-POD) de Nzytech adaptado a placas multipocillo.
Basicamente se afiadieron 200 pL del reactivo GOP-POD por 50 pL de reaccion y se reveld a
50°C durante 20 min. Se midié la absorbancia a 515 nm en lector de placas iMark (Bio-Rad).
El reactivo GOD-POD se preparé como indicaba el fabricante, pero a partir de cierto momento
(por razones desconocidas) se tuvieron que diluir estas enzimas en la mitad del tampon para
realizar el ensayo en placas multipocillo. Por ello, en un principio la recta de calibrado se

realizé de 0,02-0,4 g L-' de glucosa y posteriormente de 0,01-0,16 g L.

Una unidad de actividad hidrolitica de a-glucosidasa GAM1 se definié como la liberacion de 1

pmol de glucosa por minuto.

45 pL Maltosa 2,2 mM
+

5 L Enzima

== Inactivacion a 80°C 15 min
Incubacion
37°C 10 min m

Afiadir 200 pL reactivo
GOD-POD Nzytech

4 g

"y

Lectura de placa a 515 nm Incubacién 2
50°C 20 min

Figura 3.1 Esquema del ensayo de actividad mediante GOD-POD.

3.6.5.2 Analisis cinético

La valoracion de parametros cinéticos de la actividad hidrolasa se realiz6 utilizando el ensayo
de GOD-POD en las mismas condiciones de pH y temperatura que en el apartado anterior.
Se utilizaron concentraciones de sustrato comprendidas entre 0-2,5 mM de maltosa o de
isomaltosa. Las constantes cinéticas Ku y Vmax se hallaron utilizando el médulo cinético del
programa Sigma 12.0 ajustando los datos adquiridos del ensayo al modelo de Michaelis-

Menten.

3.6.5.3 Efecto de la temperatura sobre la actividad a-glucosidasa

Se evalud la actividad hidrolitica de GAM1 sobre maltosa usando distintas temperaturas,
desde la considerada como éptima (37°C) hasta los 60°C. Para ello, se incubaron 0,8-8 U de

enzima con maltosa 2 mM en tampén acetato sédico 100 mM pH 4,5 durante 10 minutos
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seguida de inactivacién a 100°C durante 5 minutos. La liberacion de glucosa se valord
mediante GOD-POD.

La estabilidad a distintas temperaturas de GAM1 se evalué incubando aproximadamente 10
U de actividad enzimatica en el tampdn acetato sédico ya mencionado durante 24 horas a 37-
60°C. Se evalud la actividad hidrolitica de la proteina, en tubos tipo eppendorf, a tiempo inicial
y final de la reaccion tal y como se describe en el apartado 3.6.5.1. La actividad residual se
definié como el porcentaje de actividad valorada al final de la reaccién con respecto a la

valorada en el tiempo inicial para cada una de las condiciones.

3.6.5.4 Efecto del pH sobre la actividad a-glucosidasa

Se valorod la actividad hidrolitica de GAM1 a distintos valores de pH comprendidos entre 3 y
10 unidades utilizando el tampoén universal Britton-Robinson (apartado 3.2), 0,4-8 U de
actividad enzimatica y maltosa 2 mM. Las reacciones se incubaron a 37°C durante 10 minutos,
se inactivaron a 100°C durante 5 minutos y se valor¢ la liberacion de glucosa mediante GOD-
POD.

El analisis de la estabilidad a distintos pH de GAM1 se realizé utilizando el tampén Britton-
Robinson con incubaciones de aproximadamente 10 U de actividad enzimatica y 24 horas. Se
midid la actividad en tubos tipo eppendorf a tiempo inicial y final de la reaccion tal y como se
describe en el apartado 3.6.5.1. La actividad residual se defini6 como el porcentaje de
actividad valorada al final de la reaccion con respecto a la valorada en el tiempo inicial para

cada una de las condiciones.

3.6.5.5 Efecto de disolventes organicos sobre la actividad a-glucosidasa

Se evalué la estabilidad de GAM1 en presencia de los disolventes organicos acetonitrilo (AcN)
y dimetilsulféxido (DMSO) al 5-30% (v/v). Para ello, se incubaron aproximadamente 0,5 U mL-
' de actividad enzimatica durante un total de 18 horas en presencia de los disolventes, y la
actividad hidrolitica de GAM1 fue evaluada cada cierto tiempo como se describid

anteriormente (apartado 3.6.5.4).
3.6.6 Analisis de la actividad transferasa

3.6.6.1 Reacciones de transglicosilacion

Todos los ensayos de la actividad transferasa se realizaron en concentraciones saturantes de
maltosa disuelta en tampdn acetato sédico 100 mM a pH 4,5 y una temperatura de 37°C. Los
ensayos de transglicosilacion de las variantes enzimaticas se realizaron con 200 g L' de

maltosa. Se utilizaron 25 U mL-' de actividad enzimatica en los ensayos realizados con las
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variantes obtenidos en base al modelado por homologia con la a-glucosidasa de Beta vulgaris
(PDB:3W37) y 50 U mL"" para los obtenidos a partir del modelo basado en la subunidad del

N-terminal de la sacarasa-isomaltasa intestinal humana (PDB:3LPO).

Los ensayos de transglicosilacién de aceptores glucidicos se realizaron con xilosa, fructosa,
glucosamina, galactosa, lactosa, celobiosa y sacarosa, todos ellos a 150 g L-' y 200 g L' de
maltosa, salvo en los ensayos con glucosa que se hicieron a una concentracién de 150 g L'

de maltosa. Ademas, la glucosa, xilosa y sacarosa se ensayaron también a 300 g L.

La potencial glicosilacién de compuestos que incluian anillos aromaticos (fendlicos), como la
epigalocatequina galato (EGCG), hidroquinona, hidroxitirosol y polidatina (piceido) mediada
por GAM1 se analiz6 en reacciones que contenian una concentracion final del potencial
aceptor de 25 g L' y 150 g L-' de maltosa, excepto en el caso de la polidatina que se realiz6
con 20 mM (7,6 g L") y 300 g L' de maltosa. Ademas, la mezcla de reaccién de polidatina
contenia 20% de DMSO. En todas las reacciones se utilizaron 20 U mL-" de actividad
hidrolitica GAM1.

3.6.6.2 Reaccidén one-pot en matraz y fermentador alimentado

Se estudidé la produccién de IMOs en una reaccidon one-pot (un unico recipiente para el
crecimiento del microorganismo y la producciéon de IMOS) usando clones de P. pastoris
transformados con la construccion GAM1.pIB2, donde la expresion de GAM1 quedaba bajo el
control del promotor constitutivo P-GAP (promotor del gen de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa). Para ello, se cultivaron los transformantes de levadura en 10 mL de medio
BMGIc durante 18-24 horas y a continuacion las células se transfirieron a 40 mL de medio
BMMal en matraces de 250 mL. Este medio contenia maltosa al 10% (p/v), azucar que era
hidrolizado por GAM1 y servia tanto como sustrato en reacciones de transferencia como
fuente de carbono para el crecimiento de P. pastoris al liberarse glucosa. Se fue monitorizando
la evolucién del cultivo midiendo su DOggo a distintos tiempos, y ademas se tomaron fracciones
de 0,5 mL del cultivo que fueron filtradas a través de membrana de nailon de 13 mm de
diametro y 0,45 ym de tamano de poro (Scharlau) e inactivadas (100°C, 5min) para su

posterior analisis por HPLC-ELSD.

En colaboracion con Dionisio Urefia del Servicio de Fermentaciones del CBMSO, la reaccién
one-pot de 40 mL se escal6 a nivel de fermentador fed-batch. Para ello, el transformante
seleccionado se cultivé en 800 mL de BMG que contenia una concentracién de glicerol del
4% (p/v). Se utilizaron dos matraces de 2 L con 400 mL de cultivo por matraz. Las levaduras
se cultivaron hasta alcanzar aproximadamente 8 unidades de ODsgo (Unas 24 horas). Las
células se precipitaron por centrifugacion a 1500 g se resuspendieron en 3 L de medio FBSM

que contenia maltosa al 5% (p/v) suplementado con trazas PTM1 y se traspasaron al

36



fermentador de 5 L Biostat B Plus (Sartorius). La ODeqo inicial del cultivo fue de 2,3 unidades.
La temperatura se mantuvo constante a 30°C y el pH a 5 unidades mediante la adicion de NH;
12,5% (v/v) que también servia como fuente de nitrdgeno para las levaduras. Se usé una
agitacion de 600-1000 rpm para mantener la pO2 al maximo posible (cercano al 20%). Se
utilizé antiespumante 204 al 10% (p/v; Sigma-Aldrich) para evitar la aparicion de espumas.
Ademas, se afiadio un flujo de 0,6 mL min-' de maltosa 40% (p/v) a partir de las 20 horas.
Cuando fue necesario se retird parte del volumen del cultivo. Se monitorizé la evolucion del
cultivo midiendo su ODggo a distintos tiempos. Ademas, se fueron tomando también fracciones
del cultivo que se filtraron utilizando filtros de jeringa de 0,45 um e inactivaron a 100°C durante

5 minutos para su analisis posterior por HPAEC-PAD.

3.6.6.2 Analisis HPLC

Las fracciones que se fueron retirando de las reacciones de transglicosilacion se filtraron
usando membranas de nailon de 13 mm de diametro y 0,45 ym de tamafio de poro (Scharlau).
Se diluyeron con agua Milli-Q o con metanol a concentraciones adecuadas para su analisis
por cromatografia de alta resolucién en fase normal o reversa para el analisis de IMOs

compuestos glucidicos o fendlicos, respectivamente.

El equipo HPLC constaba de una bomba cuaternaria Delta 600 acoplada a un inyector

automatico 717 Plus Autosampler (ambos de Waters) para el analisis de IMOs y Varian

Tabla 3.4 Columnas analiticas utilizadas en el analisis por HPLC, condiciones de analisis y usos.

Columna Fase movil Detector Analisis
CH3CN:H20
75:25 0-5 min ELSD PL-ELS 1000,
Gradiente lineal Polymer lab. Produccioén de
Kromasil-NH2 100A 75:25-70:30 5-10 min 90 °C 1 SLM N2 IMOs

70:30 10-45 min
Gradiente lineal
70:30-75:25 45-50 min
1 mL min™’
CH3CN:H20
85:15 0-10 min
Gradiente lineal

alternativamente
ELSD Sedex 75, Sedere
54 °C 1 mL min"' N2

(Analisis vinicos) TG de aceptores

glucidicos

ELSD PL-ELS 1000, Produccion de

Luna-NH: 85:15-70:30 10-15 min Polvmer lab IMOs,
Phenomenex 70:30 15-35 min o y . TG de aceptores
90°C1SLMN
. . 2 , g
Gradiente lineal glucidicos

70:30-85:15 35-40 min
1 mL min™’
Gradiente lineal
H20:CHsCN
95:5-60:40 0-12 min

Analisis de TG de

Zorbax Eclipse

Gradiente lineal

Plus C18 (Agilent) 60:40-95'5 12-13 min PDA, Varian Prostar 420 cof;%lljiiz?s
95:5 13-18 min
+ 0.1 % acido féormico
0,8 mL min™*

*Columnas con unas dimensiones de 4.6 x 150 mm, acoplada a una bomba cuaternaria Delta 600E (Waters).

Abreviaturas: TG, transglicosilacion; ELSD, detector evaporativo de dispersion de luz; PDA, detector fotodiodo array.
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ProStar model 420 para los compuestos fendlicos glucosilados. Las columnas analiticas
empleadas tenian unas dimensiones de 4,6 x 250 mm, poseian grupos amino unidos a silice
con un tamafo de particula de 5 ym o de 3 pm (Tabla 3.4). Se us6 una precolumna-NHa
(Phenomenex) para el analisis de IMOs. El volumen de las muestras analizadas fue de 20 L,
para los compuestos glucidicos, y 3 uL, para los compuestos fendlicos, con los métodos,
columnas y detectores detallados en la Tabla 3.4. Los patrones utilizados para la produccién
de IMOs fueron glucosa, maltosa, isomaltosa, maltotriosa e isomaltotriosa. En las reacciones
con aceptores glucidicos se utilizaron estos también como patrén ademas de sacarosa y
xilosa dependiendo de la reaccion. El software utilizado para la recoleccién de datos fue
Millenium 32 y Empower v 1.0, ambos de Waters para los compuestos glucidicos. La
cuantificacién de los compuestos fendlicos se realizé a 308 nm y la recoleccién de datos se

llevd a cabo con el software Varian Star LC workstation 6.41.

3.6.6.3 Analisis HPAEC-PAD

Las variantes proteicas (mutantes) generadas en base al modelo por homologia con la
subunidad N-terminal de la sacarasa-isomaltasa humana, la reaccion one-pot en fermentador
alimentado y las reacciones de transglicosilacion realizadas con la proteina GAM1
inmovilizada fueron analizadas mediante cromatografia de intercambio aniénico acoplada a
un detector amperométrico de pulsos. El sistema utilizado fue el Dionex ICS3000 (Thermo
Fisher Scientific) y una columna Carbopack PA-100 (4x250 mm) conectada a una precolumna
PA-100 (4x50 nm) a una temperatura de 30°C. Las muestras a evaluar fueron diluidas hasta
la concentracion adecuada para su analisis mediante el método resumido en la tabla 3.5. Se
usaron como patrones los azucares glucosa, maltosa, isomaltosa, nigerosa, kojibiosa,

trehalosa, maltosa, panosa, isomaltotriosa, maltotriosa e isomaltotetraosa.

Los datos generados fueron analizados con el software Chromeleon (Dionex, Thermo Fisher

Scientific).

Tabla 3.5 Método de HPAEC-PAD para el analisis de IMOs

Tiempo (minutos) 200 mM NaOH (%) H20 (%) 3210 081an|& Fr‘ll?;%?-lo("NAf)l il

0 15 85 0

15 20 70 0

50 50 30 20

60 20 30 50

70 40 30 30

71 15 85 0

85 15 85 0

Columna Carbopack PA-100 de 4 x 250 mm. Flujo 0,5 mL min'.

3.6.6.4 Purificacion de productos de transglicosilacion

La purificaciéon de los aceptores glucosilados de naturaleza glucosidica (xilosa y sacarosa)
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fueron purificados por HPLC utilizando una columna semipreparativa Kromasil-NH, (250x10,
5 um) asociado a un detector ELSD (mod. 1000, Polymer Laboratories) equilibrado a 90°C.
Se aplicd un flujo de 4,7 mL min-' de AcN:H20 75:25 durante 5 minutos seguido de 5 minutos
de gradiente lineal para cambiar a una proporcion 70:30 de la mezcla y mantenerlo durante
35 minutos, tras los que se retorné a la proporcion inicial 75:25 durante 5 minutos. El volumen
inyectado en cada pinchazo fue de 150 L, de los que la décima parte se desvio al detector y
el resto se fue recolectando mediante un fraccionador de flujo de tres vias (Accurate, LC

packagings).

Los compuestos glucosilados de polidatina se purificaron por HPLC utilizando una columna
semipreparativa Zorbax Eclipse XDB-C18 (250x9,4; 5 um) acoplado a un detector PDA. La
temperatura de la columna se mantuvo a 40°C. El método consistié en una fase movil reversa
de AcN y H20 al 0,1% (v/v) de acido férmico con un flujo de 6,5 mL min-' en una proporcién
inicial AcN:H20 10:90 cambiando en gradiente lineal a 25:75 durante 12 minutos seguido de
1 minuto de gradiente lineal a 10:90 manteniendo esta proporcion otros 7 minutos. El volumen

de cada pinchazo fue de 100 pL. Se utilizé el mismo fraccionador de flujo ya mencionado.

La fase mavil de las recolecciones de cada compuesto fue evaporada en un rotavapor R-210
(Buchi) a 65°C.

3.6.6.5 Analisis de compuestos glicosilados por espectroscopia de masas (MS)

Los productos purificados fueron analizados por espectroscopia de masas (MS) en el Servicio

Interdepartamental de Investigacion de la Universidad Autonoma de Madrid (S1dI-UAM).

Los derivados glicosilados de la sacarosa y la xilosa, asi como los glucosilados del piceido
(polidatina) fueron analizados mediante MS-ESI con el espectrémetro de masas con
analizador hibrido QTOF modelo QSTAR Pulsar | (AB Sciex). Las muestras fueron ionizadas
por electrospray en modo reflector positivo por infusién directa con metanol y yoduro sédico
al 1%.

3.6.6.6 Analisis de compuestos glicosilados por resonancia magnética nuclear (RMN)

La estructura de los compuestos fue analizada y determinada en colaboracion con Ana
Poveda del CIC bioGUNE (Pais Vasco, Espafia)

El analisis de la estructura de los azucares sintetizados y purificados se determin6é usando
una combinacion de técnicas de RMN de 1D (('H, '*C{'H}, 1D selectivo TOCSY, NOESY y/o
ROESY) y 2D (COSY, HSQC, HSQC-TOCSY, HMBC, NOESY). El espectro de las muestras
disueltas en D20 (ca. 7mM) se grabaron en un espectrometro IVDr 600 (Bruker) equipado con

una sonda BBI con gradientes en el eje Z, a una temperatura de 300 K. los desplazamientos
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quimicos se expresaron en partes por millén (ppm). La sefal de TSP-ds se usd somo
referencia interna. Se utilizaron secuencias de pulsos estandar de Bruker. Para los
experimentos de HSQC y HMBC se utilizaron valores de 5 ppm y puntos 1 K para la dimension
H, y 70 ppm y 512 puntos para dimensién '3C. Para los experimentos homonucleares COSY
y NOESY se utilizaron ventanas de 3 ppm con una matriz de 1 K x 384-512 puntos. El tiempo

de mezcla del experimento NOESY se establecié en 500 ms.

La estructura de los productos glucosilados del piceido se determinaron con una combinacién
de técnicas de RMN 1D y 2D (COSY, DEPT-HSQC, NOESY) estandar. El espectro de la
muestra disuelta en DMSO-ds (ca. 7mM) se grabd en el mismo equipo ya mencionado y a la
misma temperatura y se utilizé el DMSO-ds (2,5 ppm) residual como referencia interna. Para
el experimento DEPT-HSQC se utilizaron 8 ppm y 1 K puntos para la dimensién 'H, y 165 ppm
y 256 puntos para la dimension 3C. Para los experimentos homonucleares COSY y NOESY
se utilizaron ventanas de 8 ppm con una matriz de 1 K x 256 puntos. El tiempo de mezcla para
el NOESY fue el mismo, 500 ms.

3.7 Herramientas bioinformaticas

Los servidores y bases de datos CAZy (http://www.cazy.org), PDB (http://www.rcsb.org) y

UniProt (http://www.uniprot.org) se utilizaron para obtener informacion de las secuencias,

estructuras y realizar calculos de distintos parametros.

Se utilizo la herramienta Compute pl/Mw del servidor ExPASy (Gasteiger et al., 2005) para
hallar el peso molecular teérico de la enzima GAM1. La herramienta SWISS-MODEL
(Waterhouse et al., 2018), englobada en el servidor ExPASYy, fue utilizada para la generacion

de modelos basados en homologia.

El servidor ENDscript 2.0 (Robert y Gouet, 2014) se emple6 para el alineamiento de
secuencias multiple de proteinas homélogas y la representacion los elementos estructurales
asociados y PyMol (Schrédinger, L. & DelLano, 2020) para la visualizacion y estudio de
estructuras proteicas. El andlisis de las trazas evolutivas para valorar el nivel de conservacion
de los residuos de la secuencia aminoacidica de GAM1 se realiz6 mediante el servidor web

Evolutionary Trace server (http://evolution.lichtargelab.org) (Wilkins et al., 2012) y plugin

PyETV (Lua y Lichtarge, 2010) para la visualizacion del andlisis de la traza evolutiva del
modelo de GAM1 basado en NtSI.

3.8 Inmovilizaciéon enzimatica sobre soporte de quitosano

La inmovilizacién de la enzima GAM1 expresada heterélogamente se realizd sobre un soporte
basado en quitosano y preactivacién usando los linkers glutaraldehido (GA) o genipina (GP)

a distintas concentraciones.
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3.8.1 Preparacion del soporte de inmovilizacion

La preparacién de bolas de quitosano se basé en el procedimiento descrito por Bird y
colaboradores (2008) para la formacion de macroesferas del polisacarido. En resumen, el
quitosano (2% p/v) se disolvié en una disolucién acuosa de acido acético (2% p/v). La
disolucion se afiadié gota a gota, a través de un tubo de 1 mm de seccion acoplado a una
bomba peristaltica, a una disolucion de NaOH 1M y 26% de etanol (v/v) agitado suavemente
con agitador magnético. Las bolas de quitosano (chitosan beads) una vez formadas se lavaron

y filtraron reiteradamente con agua destilada hasta conseguir un pH neutro de la suspension.

Se utilizaron 200 mg de chitosan beads que se activaron tras incubacion en 1 mL de los linkers
GA (0,1-1%, p/v) o GP (0,1-0,5%, p/v), disueltos ambos en tampodn fosfato potasico 50 mM
pH 7, durante distintos tiempos (1-18 horas) en agitacién orbital. Las preparaciones se lavaron

transcurrido el tiempo deseado con el mismo tampén fosfato para eliminar el exceso de linkers.

3.8.2 Inmovilizacion de GAM1

La inmovilizacion de GAM1 se realizé por incubaciéon de 10-40 U de actividad enzimatica en
1 mL de tampdn fosfato potasico 50 mM pH 7 y unos 200 mg de bolas de quitosano. La
incubacién se realizé durante 18 horas a 30°C y agitacion orbital suave (120 rpm), tras lo que
se recuperd el volumen de solucidon enzimatica inicialmente utilizado. El biocatalizador
inmovilizado se lavd 4 0 5 con el mismo tampdn. Se analizé la actividad hidrolitica tanto en la
disolucion de la enzima ya incubada como en cada uno de los lavados mediante ensayo GOD-
POD, datos que posteriormente se usaron en el calculo del rendimiento de la inmovilizacion.
Se realiz6 también un andlisis en SDS-PAGE para valorar la cantidad de proteina presente

en las fracciones obtenidas.

3.8.2.1 Ensayo de actividad de los biocatalizadores inmovilizados

Los ensayos de actividad de la enzima inmovilizada se basaron en el protocolo descrito por
Fernandez-Arrojo et al. (2015) donde se utilizaron tubos con filtro (Spin-X 0.45 um, Costar)
(Figura 3.2). Se utilizo el mismo esquema de ejecucion en la medida de la actividad de GAM1
inmovilizada, en el calculo de los parametros del rendimiento de la inmovilizacion, la
estabilidad operacional del biocatalizador inmovilizado generado y para evaluar su actividad

y estabilidad a distintos valores de pH y temperatura.

Los ensayos de actividad se llevaron a cabo por triplicado agregando 100 yL de maltosa 2
mM en tampon acetato sédico 100 mM pH 4,5 a un tubo con filtro que contenia una chitobead.
La reaccién se incubo a 37°C durante 10 minutos con agitacion (400 rpm) en un incubador

Vortemp 56 (Labnet). Posteriormente los tubos se centrifugaron a menos de 5000 g y la
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mezcla de reaccion se inactivo a 100°C. Se tomaron 50 uL de la reaccién para su analisis
mediante GOD-POD

Cuando se realizo6 el ensayo de estabilidad operacional, realizando varios ciclos de reaccion,
las chitosan beads se lavaron 3 veces con 500 uL de tampdn de lavado (el mismo que el de

reaccion) tras cada uno de los ciclos (Figura 3.2).

Enzima inmovilizada Disdiocn do 5‘/
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Figura 3.2 Esquema del ensayo de la actividad hidrolitica realizado con la enzima inmovilizada

en las chitosan beads. Modificado de Fernandéz-Arrojo et al. (2015).

Los ensayos de termoestabilidad se realizaron incubando 1 chitobead en tampdn acetato
sédico 50 mM pH 4,5 a distintas temperaturas (37-60°C) durante 24 horas. Se analiz6 la
actividad a tiempo inicial y final en las reacciones que se llevaron a cabo en las condiciones

Optimas ya descritas y se represent6 la variacion de actividad en porcentaje.

Los ensayos de estabilidad a distintos pH se realizaron de manera analoga pero la incubacion
se realizd a los distintos pH usando el tampdn universal Britton-Robinson y a 37°C de

temperatura.

El analisis de la actividad a distintas temperaturas se realizé también con 1 chitosan beads
que fue incubada a distintas temperaturas durante 10 minutos en presencia de 200 uL de
maltosa 2 mM disuelta en tampoén acetato sédico 100 mM pH 4,5. La actividad a distintos pH
se realizo6 disolviendo la maltosa en el tampdn Britton-Robinson a los distintos pHs ensayados

e incubando a 37°C durante 10 minutos.

3.8.2.2 Calculo de los parametros de inmovilizacion

La actividad inmovilizada se definié como la diferencia entre la actividad enzimatica inicial de

la proteina soluble que se emplea en cada ensayo y la valorada tanto en el volumen de

42

Actividad inmovilizada = Actividad inicial — Actividad residual



solucién recuperado tras las 18 h de inmovilizacidon como en los distintos lavados realizados

(actividad residual):

Para corregir la potencial pérdida de actividad por incubacién a 30°C se realizé un control
incubando la enzima libre durante el mismo tiempo y condiciones que la inmovilizada. Este

valor de actividad fue el que se tomd como inicial en los ensayos.

El rendimiento de la inmovilizacién se definié como la relacion porcentual que habia entre la

actividad hidrolitica inmovilizada y la actividad inicial.

o ) L Actividad inmovilizada
Rendimiento inmovilizacion (%) = — — x 100
Actividad inicial

La medida de la eficacia de inmovilizacion se defini6 como la relacion porcentual que habia
entre la actividad hidrolitica observada (detectada) del biocatalizador inmovilizado y la
actividad inmovilizada.

Eficacia (%) = Actividad observada biocatalizador inmovilizado % 100
ficacta (%) = Actividad inmovilizada

La actividad recuperada se definié como la relacion porcentual que habia entre la actividad
observada del biocatalizador inmovilizado y la actividad inicial de la proteina soluble que se

emplea en cada ensayo.

Actividad observada biocatalizador inmovilizado

Acitividad recuperada (%) = Aetividad inicial x 100

La actividad hidrolitica se valoré mediante el analisis descrito en el apartado 3.8.2.1 (Figura
3.2).

3.8.2.3 Analisis de la actividad transferasa de la enzima inmovilizada

Para el estudio de la actividad transferasa y su estabilidad operacional se utilizaron
aproximadamente 10 g de soporte preactivado con GA y GP en las condiciones 6ptimas, es
decir GA 0,1% (p/v), GP 0,1% (p/v), incubadas 3 horas y 1 hora, respectivamente. Se utilizaron
500 U de actividad enzimatica disueltas en 10 mL de tampdn fosfato sédico 50 mM pH 7. Se

hallaron los parametros de inmovilizacion como se detalla en los apartados 3.8.2.1 y 3.8.2.2.

La reaccion de transglicosilaciéon se llevo a cabo en tubos Falcon de 50 mL con la cantidad
total de biocatalizador inmovilizado en 5 mL de disolucién con 200 g L-' de maltosa en tampén
fosfato potasico 50 mM pH 7. Se realizaron 10 ciclos de 24 horas cada uno incubando la

reaccion a 37°C y agitacion orbital suave (100-120 rpm) en Vortemp 56 (Labnet). Tras cada
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ciclo se tom6 una alicuota de 1 mL para su analisis por HPAEC-PAD vy las chitosan beads se

lavaron varias veces para asegurar la ausencia de sustrato.

Las reacciones se llevaron a cabo a pH 7 para facilitar la conservacién del soporte de

inmovilizacion, fundamentalmente su integridad fisica.
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4 RESULTADOS

La a-glucosidasa de Schwanniomyces occidentalis (GAM1), antes definida como
glucoamilasa, es capaz de hidrolizar enlaces a1-4 entre dos unidades de glucosa, que formen
parte oligosacaridos o polisacaridos, comenzando por su extremo no reductor. Ademas, la
enzima puede sintetizar isomaltooligosacaridos con al menos un enlace a1-6 entre dos
unidades de glucosa a partir de la hidrélisis de la maltosa. De este modo, GAM1 genera
pequenos oligosacaridos como la isomaltosa, la panosa y la isomaltotriosa, que por sus
propiedades son de gran interés para la industria alimentaria. La capacidad de
transglicosilacion que tiene esta enzima la hizo el objetivo principal de este trabajo. En él, y
como primer paso, la proteina se clon6é y expresd heterdlogamente con el objetivo de
sobreproducirla hasta alcanzar unos niveles que facilitaran el estudio de su actividad de
transglicosilacion y el de incluirla en un fondo genético que posibilitara su posterior
manipulacién molecular. A través de modelos tridimensionales in silico se estudiaron también
los residuos aminoacidicos del bolsillo catalitico de la enzima responsables de su
especificidad, y se modificaron por mutagénesis dirigida determinadas posiciones para

analizar su implicacion en las propiedades cinéticas de hidrdlisis y transferencia de la enzima.
4.1 Clonacion, expresion heterdloga y caracterizacion de GAM1

4.1.1 Obtencién de las construcciones de expresiéon

El gen GAM1 que dirige la sintesis de la a-glucosidasa de Schwanniomyces occidentalis
ATCC 26077, consta de 2880 pb (2883 pb con el codén stop) y codifica una proteina de 960
residuos de aminodacidos (Figura S1). La secuencia aminoacidica de la proteina codificada en
esta cepa es muy similar a la de la proteina GAM1 (Uniprot Q401B1) de la cepa ATCC 2322,
pero incluye una alanina en lugar de una serina en la posicion 845. El andlisis de la secuencia
aminoacidica con la herramienta SignalP 5.0 mostré6 una potencial secuencia sefal de
exportacion de 22 residuos (66 nucledtidos) (Figura S2) en el extremo N-terminal de la
proteina. Se estimé el peso molecular tedrico de la proteina en unos 106 kDa (104 kDa sin el

péptido senal) mediante la herramienta Compute pl/Mw tool de Expasy.

Para realizar este trabajo se partié de una construccién que contenia el gen GAM1 en el vector
pSTBIlue-1, y que habia sido previamente obtenida en el laboratorio. El gen GAM1 se amplific
con los cebadores GAM1.Fw y GAM1.Rv que contenian las dianas EcoRl y BamHI
respectivamente (Tabla 3.3). El amplicon obtenido, de 2913 pares de bases, se inserto en el
vector de expresion en Pichia pastoris plB4, bajo el control del promotor inducible por metanol
AOX1 para generar la construccion GAM1-pIB4. Se mantuvo, por tanto, el péptido sefial de

exportacion de GAM1 que en principio deberia ser también reconocido por P. pastoris.
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Ademas, se generé la construccion GAM1-pIB2 utilizando el vector pIB2 de P. pastoris que
incluye el promotor de expresién constitutivo de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(P-GAP) con el fin de poder analizar la produccion de isomaltooligosacaridos mediante

reaccion en one-pot.

4.1.2 Expresion heteréloga en Pichia pastoris

El constructo GAM1-pIB4 fue purificado y linealizado mediante digestién con Stul o Eco147I
(isoesquizémeros, el mismo sitio de corte) e incluido en P. pastoris por electroporacién (al
menos 20 ug de plasmido). Los clones de levadura que integraron el constructo en su ADN
genomico se seleccionaron en placas de medio minimo (MD) desprovisto de aminoacidos. La
integracion del material genético en P. pastoris se comprobo6 o mediante PCR de colonia o de
ADN genomico (apartado 3.5.2). Ademas, se hizo un cribado de clones con un medio
modificado de MD que contenia almidon y se sustituyo la glucosa por sorbitol, que no reprime
al promotor AOX1. Al medio se le agregdé metanol para la inducciéon de la expresion de la
enzima GAM1. La seleccion de clones se basé en la deteccion de la presencia o ausencia de
pequenos halos de hidrdlisis de almidon que se hicieron visibles a 4°C por la precipitacién del

polisacarido.

Con el propdsito de analizar los niveles de expresion de GAM1 en los transformantes de P.
pastoris, se prepararon indculos de 3 o 4 clones en medio BMG que posteriormente se
pasaron al medio de expresiéon BMM tal como se describe en el apartado 3.6.1. El cultivo se
monitorizd durante varios dias durante los que se tomaron muestras del medio extracelular y
se valoraron tanto la actividad hidrolitica sobre maltosa (ensayo GOD-POD) como la presencia
de la proteina GAM1 en SDS-PAGE (Figura 4.1 S3). La actividad hidrolasa de la proteina
heterdloga se detectd en el medio extracelular de los transformantes tras 22 horas de cultivo

en BMM (0,3 U mL™"). Practicamente solo una banda proteica con un peso molecular estimado

-2.0
104 _1_5‘;&. Figura 4.1 Perfil de crecimiento y
g ] S actividad de GAM1 detectada en P.
6° 1.0 g pastoris. El transformante de levadura
% .E portaba la construccion GAM1.pIB4. El
053 cultivo fue realizado en BMM. Se
144 0.0 = monitorizé durante 6 dias. En la parte
0 2'4 4I8 7‘2 9I6 150 1"44 inferior se muestra el analisis por SDS-
Tiempo (horas) PAGE del nivel de proteina GAM1
= UDOgqq -e- Actividad (U mL™") obtenido a los tiempos de cultivo
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por movilidad relativa de unos 143 kDa se visualizé por SDS-PAGE, indicando que la
secuencia senal de exportacion de GAM1 era reconocida por P. pastoris. La actividad maxima
de 1,9 U mL-" se alcanzé tras las 70 horas de induccion con metanol, y se detecté una bajada
de actividad a las 95 horas, hasta un valor de 1,3 U mL"", para drasticamente desaparecer a
las 120 horas (Figura 4.1).

4.1.3 Purificacion y caracterizacion de las propiedades de GAM1

La proteina heterdloga GAM1 fue la proteina mayoritaria detectada por SDS-PAGE en el
medio extracelular de P. pastoris (ver Anexo, Figura S3) tras la induccién del cultivo con
metanol, una propiedad del sistema de expresion utilizado ampliamente conocida. Por ello, el
proceso posterior de la purificacion de la proteina se redujo a una serie de pasos de filtracion
y concentracion del medio extracelular de la levadura (apartado 3.6.2). Como resultado final,
tras clarificar y concentrar el medio extracelular de los transformantes (diafiltracion y filtros de
50 kDa) se obtuvo aproximadamente 1 mL con unos 35 mg mL™", partiendo de unos 67 mg de

proteina total GAM1 por cada litro de cultivo de partida.

La a-glucosidasa GAM1 purificada a partir del medio extracelular de P. pastoris fue visualizada

1 2 3 4 5 Figura 4.2 Andlisis en SDS-PAGE de Ia

250 — desglicosilacion de GAM1. Analisis de la
proteina GAM1 purificada (carril 3) tratada con

= PNGasa F (36kDa; 500U, carril 1) y a1-2,3,6
100 — manosidasa (heterodimero:44 y 66 kDa; 2U,
carril 2) durante 2 horas en condiciones

%= nativas. Tratamiento secuencial con PNGasa F
durante 2 horas y posteriormente a1-2,3,6

manosidasa durante otras 2 horas (carril 4) y

o= viceversa (carril 5). Entre los carriles 2y 3 se
- muestran los marcadores de peso molecular

utilizados y a la izquierda sus tamanos en kDa.
Peso molecular de la PNGasa F: 36 kDa ;
dimero a1-2,3,6-manosidasa: 44 y 66 kDa.

mediante SDS-PAGE (Figura 4.2, carril 3) donde se detecté una banda mayoritaria de unos
143 kDa, un tamafo claramente superior al teérico de 104 kDa (sin la secuencia senal de
exportacion) computada mediante la herramienta Expasy Compute Mw/pl, lo que indicé que
en principio esta proteina podria estar glicosilada. La proteina GAM1 se traté con
endoglicosidasas para estudiar su grado de glicosilacion, y a la vez intentar prepararla para
su posterior cristalizacién (en colaboracion con el grupo de Julia Sanz del IQFR). El

tratamiento de GAM1 con PNGasa F, en condiciones nativas, redujo su tamano en
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aproximadamente 18 kDa, lo que supone una reduccién de un 13% de su masa total (Figura
4.2, carrii 1) mientras que la a1-2,3,6 manosidasa disminuyd su masa en 6 kDa,
aproximadamente un 4% del total (Figura 4.2, carril 2). El tratamiento secuencial con ambas
glicosidasas redujo la masa de GAM1 en 21 kDa, en la reaccion PNGasa F seguida de a1-
2,3,6 manosidasa (Figura 4.2, carril 4) y en 15 kDa (Figura 4.2, carril 5) cuando el orden de
actuacion de las enzimas desglicosilantes se invirtié, lo que supone una reduccion del 15 y el

11% de la masa de GAM1, respectivamente.

GAM1 mostré un pH 6ptimo de actividad comprendido entre 4 y 6 unidades (Figura 4.3A) y

resulté ser muy termosensible ya que a partir de 45°C se perdié completamente su actividad
hidrolasa sobre maltosa (Figura 4.3B).
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Figura 4.3 Evaluacion de la actividad hidrolasa de GAM1 a los valores de pH y temperatura
indicados. A. analisis del pH o6ptimo realizado a 37°C. B. Andlisis de la actividad a distintas
temperaturas realizada a pH 4,5. Se muestran las actividades relativas valorados sobre maltosa con
GOD-POD en porcentaje al maximo obtenido de 0,5 U. Los ensayos se realizaron por triplicado con
y se muestran los valores de desviacion estandar.

La caracterizacion de la cinética enzimatica de GAM1 se ajusté al modelo de Michaelis-
Menten usando como sustrato la maltosa e isomaltosa. En la tabla 4.1 se muestran los datos

de los parametros cinéticos. La eficencia catalitica de la enzima sobre los enlaces a1-4 fue

Tabla 4.1 Parametros cinéticos de GAM1

vmax KM -1 kcat KM-1

Sustrato (mol-min"-mL") (mM) Keat (s7) (s'-mM)
Maltosa 316 + 020 | 029 + 008 | 47297 + 2982 | 161533 + 0,09
Isomaltosa 097 + 0,07 0,30 + 0,06 6,87 * 0,47 22,57 + 0,22

Medidas realizadas por triplicado. El valor de kcat se calculé a partir de la Vmax y el peso molecular teérico para enzima de

104 kDa. La desviacion estandar se obtuvo mediante el ajuste a Michaelis-Menten de los datos en el modulo cinético de
SigmaPlot 12.0.

mas de 70 veces superior que sobre los a1-6 de la isomaltosa.
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Se analizé también la estabilidad de GAM1 en los disolventes organicos dimetilsulfoxido
(DMSO) y acetonitrilo (AcN) para evaluar su actividad en compuestos poco o nada miscibles
con disoluciones acuosas (p.ej. polifenoles, glucésidos, etc.). En los ensayos se usaron
concentraciones de estos compuestos del 5-30% (v/v), manteniendo la enzima en ellos a 37°C
durante distintos tiempos y midiendo luego la actividad enzimatica en las condiciones 6ptimas
de pH y temperatura ya establecidas. La proteina se mostr6 muy sensible al AcN,
disminuyendo su actividad tras solo 1 hora de incubacién a concentraciones de 5y 10% (v/v)
e inactivandose rapidamente en el resto de condiciones usadas (Figura 4.4A). Tan solo al
utilizar la menor concentracion de AcN se conservd una actividad parcial de la enzima
analizada hasta las 7 horas. Sin embargo, la estabilidad en DMSO no se vio tan afectada ya
que la actividad se mantuvo practicamente constante durante las primeras 7 horas del ensayo,
e incluso al emplear concentraciones de 5-20% (v/v), hasta las 24 horas (Figura 4.4B). A
concentraciones de 15-30% (v/iv) DMSO se aprecio incluso un aumento de la actividad
enzimatica con respecto al control. A las 24 horas de incubacién en presencia de 25y 30%
(v/v) de DMSO dieron como resultado una disminucién considerable en la actividad siendo

mayor en esta ultima.
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Figura 4.4 Estabilidad en disolventes organicos de GAM1. Estabilidad de GAM1 en disolventes
organicos: A. Acetonitrilo y B. Dimetilsulféxido (DMSO). Incubados a distintos tiempos a 37°C en distintas
concentraciones de disolvente organico en porcentaje (v/v) tamponados con acetato sédico 50mM pH 4,5
tras lo cual se analizé la actividad en ese mismo tampoén y 2mM de maltosa. El control se incubé solo con

el tampon.

4.1.4 Caracterizacion de la actividad transferasa de GAM1

El andlisis de la actividad transferasa de la enzima GAM1 se realiz6 valorando la produccion
de isomaltooligosacaridos (IMOs) en reacciones que contenian maltosa como sustrato. El
cromatograma generado mediante el analisis por HPAEC-PAD de la mezcla de reaccion tras
la primera hora ya mostro la presencia de una gran variedad de productos (Figura 4.5). En él
se detectaron mayoritariamente sefiales debidas a IMOs que contienen algun enlace a1-6

glucosidico, como son la isomaltosa, la panosa y la isomaltotetraosa, aunque esta ultima con
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una menor intensidad transcurridas 3 horas. También, tras una hora de reaccion se detectd
maltotriosa, que desaparecié a las 3 horas. Se formé también un azucar que contenia un
enlace a1-2 glucosidico, la kojibiosa, y que generalmente también se incluye dentro de la
clasificacién de los IMOs a las 3horas.
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10 20 30 40 50
Tiempo (minutos)
Figura 4.5. Analisis HPAEC de la reaccion de transglicosilacion mediada por GAM1. Se utilizd
maltosa 200 g L' como sustrato y 50 U mL"' de actividad enzimatica. Se muestran los
cromatogramas obtenidos tras evaluar la composicion de aziucares de la mezcla alas 1y 3 horas
de reaccion a 37°C. Picos: 1. glucosa, 2. isomaltosa, 3. kojibiosa, 4. isomaltotriosa, 5. maltosa, 6.

isomaltotetraosa, 7. panosa y 8. Maltotriosa.

La reaccion de transglicosilacion produjo un maximo de 85 g L' de IMOs (Figura 4.6), que se
alcanz6 cuando la conversion de maltosa (que es hidrolizada o transglucosilada) habia
alcanzado el 98%. GAM1 transformd el 50% de la maltosa inicial tras 1 hora de reaccién y
produjo 36 g L' de IMOs (Figura 4.6A). Los productos que alcanzaron una mayor
concentracion en las mezclas de reaccion fueron la panosa (40,6 g L") a las 2 horas y la
isomaltosa (45,5 g L") a las 24 horas (Figura 4.6B). La isomaltotriosa alcanzé los 22 gLy la
isomaltotetraosa cerca de los 11 g L', ambas a las 8 horas de reaccién. Ademas, la a-
glucosidasa GAM1 sintetizd 4,5 g L' de kojibiosa. Asimismo, cabe destacar que se
sintetizaron también diferentes compuestos que no pudieron ser identificados por la falta de
los patrones correspondientes y que en total representaban una importante proporcion de los

productos de la reaccién analizada, aunque individualmente su proporciéon fue muy escasa.

La sintesis de panosa se produjo inequivocamente por la transglicosilacién de maltosa. La

isomaltosa podria haberse producido por la transglicosilacion de la glucosa y/o la hidrélisis de
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panosa puesto que el disacarido sufre un importante incremento cuando el trisacarido

disminuye en la mezcla de reaccién. La isomaltotriosa y la isomaltotetraosa se detectaron en
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Figura 4.6 Analisis de la produccion de IMOs mediada por GAM1. A. Produccion de IMOS totales
respecto al porcentaje de maltosa convertida en la reacciéon. B. Cuantificacién de los productos de

transglicosilacion referenciados a los tiempos de reaccién indicados.

el momento en que la concentracion de isomaltosa fue considerablemente alta, momento a
partir del cual la cantidad de estos tres sacaridos continuo creciendo de una manera
simultanea, lo que parece indicar que su formacion se debe a la transglicosilacion de
En

esquematicamente las reacciones catalizadas por la a-glucosidasa GAM1.
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Figura 4.7 Esquema de las reacciones catalizadas por GAM1 en reacciones basadas en maltosa.
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4.1.5 Modulacién de la actividad transferasa de GAM1 por la concentracion de

glucosa.

La glucosa es sin duda el producto de hidrélisis de maltosa mediada por GAM1 y ademas muy
posiblemente el aceptor de unidades de monosacarido en la produccion de IMOs. Por ello,
nos propusimos estudiar como la adicion de glucosa en la mezcla de reaccion podia afectar
a la actividad transferasa de la enzima de S. occidentalis. La reaccion basica se llevo a cabo
utilizando 150 g L' de maltosa a la que se le afiadiéo 150 g L' 0 300 g L' de glucosa. Se
realizdé también una reaccién control sin glucosa. Se analizé la composicion de azucares de
las mezclas a distintos tiempos de reaccion mediante HPLC-ELSD, tal y como se describe en
el apartado 3.6.6.2. La adicion de glucosa a la mezcla de reaccién dio como resultado una
inhibicion de la sintesis del trisacarido panosa que fue mayor al aumentar la concentracion del
monosacarido (Figura 4.8A). La producciéon maxima del trisacarido se redujo a la tercera parte
al utilizar la menor concentracion de glucosa, 43,4 g L', y a menos de la décima parte a la de

mayor concentracion, 3,7 g L' (Figura 4.8A). La sintesis de maltotriosa se bloqued casi
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Figura 4.8 Transglicosilacion con suplementacién de glucosa. Todas las reacciones se llevaron a
cabo con maltosa 150 g L' y la enzima GAM1 a 25 U mL". Se realizaron 3 reacciones, una
suplementada con 150 g L' de glucosa (rojo), otra con 300 g L' (verde) y una control sin suplementar

(azul).
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completamente al adicionar glucosa, ya que a la menor concentracién del monosacarido
utilizado se detectaron solo 0,8 g L' del trisacarido (Figura 4.8D). La adicién de 150 g L' de
glucosa incrementé levemente la cantidad de isomaltosa producida, 36,3 g L' frente a los 29,3
g L del control, aunque se sintetizé a tiempos menores (Figura 4.8B), pero redujo hasta
practicamente la mitad la produccion de isomaltotriosa (unos 6,6 g L") (Figura 4.8C). Sin
embargo, la reaccion que contenia 300 g L' de glucosa alcanzo los 106 g L' de isomaltosa,
aproximadamente 3,5 veces mas que la control, ademas de adelantar el tiempo en el que se
sintetizd, del que se detectaron 11,4 g L, tras 2 horas (Figura 4.8B). Debido a que la
concentracién de isomaltosa se incrementé a tiempos mas tempranos de reaccion también la
produccion de isomaltotriosa se vio incrementada y adelantada por el monosacérido,

detectandose un maximo de 14,7 g L, el doble que en la reaccion control (Figura 4.8C).

4.1.6 Transglicosilacidon de aceptores glucosidicos y polifenoles

Las caracteristicas de la a-glucosidasa GAM1 para romper y crear nuevos enlaces
glucosidicos, a priori la convierten en una potencial herramienta para la glicosilacién de otros
compuestos. Por lo que en este trabajo analizamos la capacidad de la enzima para utilizar
como potenciales aceptores de glucosilacién los azucares xilosa, fructosa, glucosamina,
galactosa, lactosa, celobiosa y sacarosa; asi como los polifenoles epigalocatequina galato
(EGCG), hidroquinona, hidroxitirosol y la polidatina. De entre todos los azucares utilizados,
solamente la xilosa y sacarosa produjeron nuevas senales en el analisis de las reacciones por
HPLC. La celobiosa también fue aparentemente glucosilada, pero lamentablemente los
compuestos formados parece que coeluian con la maltosa y los productos no pudiendo ser
cuantificados (datos no mostrados). Entre los compuestos fendlicos utilizados tan solo se
consiguio la glucosilacion del piceido, un compuesto que ya tiene una unidad de glucosa unida

mediante enlace B-glucosidico al resveratrol.

Todas las mezclas de reaccion contenian maltosa como dador de glucosa y 150 o 300 g L
de aceptor en el caso de la xilosa y la sacarosa. En el caso del piceido se utilizé una
concentracion de 20 mM (7,6 g L") disuelta en 20 % DMSO (apartado 3.6.1).

En el cromatograma de la reaccion que contenia xilosa 300 g L' se detecto la aparicion de 2
nuevas sefiales, una mayoritaria y otra residual, inicialmente asociamos la mayoritaria a la
formacion de glucosil-xilosa (Figura 4.9A). El porcentaje de conversién maximo de xilosa fue
similar en ambas condiciones de transglicosilacion, 8,5 y 8,8%, aunque el consumo de xilosa
solo se produjo a las 24 horas al usar la concentracion de aceptor mas alta (Figura 4.9B). Se
produjeron 12,7 y 26,5 g L-! de glucosil-xilosa con 150 y 300 g L-! de aceptor, respectivamente
(Figura 4.9B). La sintesis del producto con la menor concentracién de aceptor tiene una

produccion sostenida y termina por hidrolizarse parcialmente al final del seguimiento de la

55



reaccion, mientras que, en la reaccion con alta concentracion de aceptor, el producto solo se
detecta a las 24 horas (Figura 4.9B).

A
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Las reacciones de transglicosilacion que contenian sacarosa produjeron varias sefiales
cromatograficas nuevas (4.10A), siendo solo una de ellas la mayoritaria. La maxima
conversion de sacarosa fue de 25,1 y 36,9 % para 150 y 300 g L' de sacarosa
respectivamente (Figura 4.10B). El derivado glucosilado mayoritario detectado se produjé
desde el inicio en ambas reacciones y fue hidrolizado tras 24 horas (Figura 4.10B). Con estas
concentraciones del aceptor de glucosilacion se detectaron concentraciones maximas de
glucosil-sacarosa de 32 y 81,7 g L' por lo que se increment6 en 2,5 veces la produccién del

heterooligosacarido formado al duplicar la cantidad de sacarosa en la reaccion (Figura 4.10B).

La adicién de ambos aceptores (xilosa y sacarosa) alteré la produccién total de los IMOs
valorados en la mezcla de reaccién (isomaltosa, panosa e isomaltotriosa) (Figura 4.11). La
presencia de xilosa claramente redujo la sintesis de IMOs que fue de aproximadamente el

80% a las 6 y 8 horas al usar el aceptor a 300 g L' (Figura 4.11A). Ademas, no se detectaron
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concentraciones de sacarosa utilizadas.

IMOs a las 2 horas de reaccién en ninguna de las dos concentraciones de xilosa utilizadas
(Figura 4.11A). Con 150 g L' de xilosa reduccion fue del 46% a las 6 horas (Figura 4.11A).

Ademas, en ambas condiciones se detectd que la sintesis de IMOs revirtié parcialmente

4 6 8 24 2 4 6 8 24
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
B M20 B X115 BE X30 B M20 BE S15 B S30

Figura 4.11 Analisis de la produccion de IMOS en presencia de xilosa y sacarosa. A Produccion de
IMOS en presencia de xilosa 150 g L' (X15), xilosa 300g L' (X30) y el control con maltosa 200 g L™
(M20) sin xilosa. B Produccion de IMOS en presencia de sacarosa 150 g L™ (S15), sacarosa 300g L™
(S30) y el control de maltosa 200 g L' (M20) sin sacarosa. IMOS representa la suma de isomaltosa,

panosa e isomaltotriosa. Las reacciones se llevaron a cabo con 25 U mL™" de GAM1.
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transcurridas las 24 horas, y coincidiendo en el caso de la menor concentracion de xilosa con
la disminucion de glucosil-xilosa (Figura 4.11A y 4.9B). La sacarosa altero la sintesis de IMOs
en una medida similar en ambas condiciones, reduciendo en un 50% y un 62% esta
produccion al usar la concentracion mas baja y mas alta de aceptor, respectivamente (Figura
4.11B). En este caso, la reaccién en 300 g L' se revirtié parcialmente la produccion de IMOs
tras 24 horas (Figura 4.11B).

En colaboracion con José Luis Gonzalez del grupo de Francisco José Plou del Instituto de
Catalisis y Petroleoquimica realizamos el estudio de la capacidad de glucosilacion de
polifenoles. De todos los compuestos probados (epigalocatequina galato [EGCG],
hidroquinona e hidroxitirosol) solamente la reaccién de transglicosilacion del piceido
(polidatina) por la a-glucosidasa GAM1 dio como resultado nuevos productos glucosilados. La
reaccion se monitorizé durante 52 horas, y se detectaron por HPLC-PDA dos compuestos
glucosilados y uno minoritario (Figura S4). El producto de glicosilacion mayoritario detectado
en el analisis, tras 46 horas de reaccion, fue el monoglucésido del piceido con una
concentracion aproximada de 3,4 g L' (Figura 4.12 y S4). También se glucosilo el
monoglucésido generado por la enzima, alcanzando el nuevo compuesto una concentracion
de aproximadamente 1 g L' en el mismo tiempo de reaccion (Figura 4.12). El producto
minoritario (Figura S4) podria deberse a la glicosilacion de resveratrol que deberia ser
generado previamente por la hidrélisis del piceido por la enzima pero GAM1 no mostré

actividad hidrolitica en ensayos GOD-POD (Datos no mostrados).
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Figura 4.12 Analisis de la transglicosilacion de piceido por GAM1. La reaccion contenia piceido 20
mM (7,6 g L"), 300 g L' de maltosa, 20% (v/v) de DMSO y 50 U mL"" de actividad enzimatica GAM1
disueltos en acetato sédico 100 mM pH 4,5. La reaccion se incubd a 37°C y a los tiempos indicados se
analizaron mediante HPLC-PDA.
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Los picos mayoritarios se purificaron por columna semipreparativa de HPLC (apartado 3.6.6.4)
y los compuestos se analizaron por MS-ESI en el Servicio Interdepartamental de Investigacion
(SlIdl) de la UAM. En el caso de la xilosa glucosilada se detectd una senal mayoritaria de 335
m/z que correspondia a la masa atémica prevista de 312 Da para la glucosil-xilosa mas el
aducto de sodio (por el uso en el ensayo de Nal como fase ionizante) (Figura S5). De la misma
manera la masa que genero la sefial mayoritaria para la sacarosa glucosilada resulto ser la
esperada de 504 Da (mas el sodio) (Figura S6). El analisis de los productos de la glucosilacién

del piceido mostraron masas de 737; 575 y 413 Da que corresponden a las masas del
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Figura 4.13 Estructura de los sacaridos formados por transglicosilacion.

diglucosido, monoglucésido de piceido y al resveratrol glucosilado (Figura S7, S8 y S9).
Ademds, se analizaron por RMN los dos productos de glicosilacion purificados en
colaboraciéon con el grupo de Ana Poveda del CIC bioGUNE (Centro de Investigacion
Cooperativa en Biociencias). El pico correspondiente a la xilosa glucosilada resulté ser a-D-
glucopiranosil-(1-4)-a-D-xilopiranosa, detectandose los andomeros alfa y beta de la
xilopiranosa. Ademas, se formdé otro producto minoritario que se identifico como a-D-
glucopiranosil-(1-1)-B-D-xilopiranosa, un disacarido no reductor. En cuanto, a la sacarosa
glucosilada, el trisacarido formado se identific6 como el a-D-glucopiranosil-(1-6)-a-D-

glucopiranosil-(1-2)-B-D-fructofuranosa, conocido como teanderosa (Figura 4.13).

El analisis RMN de los productos de glicosilacion de piceido mostraron que los productos

formados tanto del diglucésido como de monoglucésido estaban formados por enlaces a1-6
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con proporciones de las configuraciones cis:trans en 1:1,2 y 2:5, respectivamente (Figuras
S10 y S11). El producto minoritario estaba formado principalmente por piceido pero se
observaron sefales de un producto minoritario que resulté ser el monoglucésido de piceido

con enlace a1-4 (Figura S12).

4.1.7 Reaccion de transglicosilacion one-pot

La levadura P. pastoris carece de enzimas capaces de romper la maltosa, ademas, es incapaz
de usar este azucar como fuente de carbono. Por tanto, se planted el uso de esta levadura
transformada con la construccion GAM1.pIB2 para la expresion constitutiva de la a-
glucosidasa en cultivos con medio BMMal (medio minimo tamponado con maltosa 10% p/v)

para evaluar la produccion de IMOs y a la vez eliminar la presencia de glucosa.

El crecimiento del transformante, monitorizado a 600 nm, que incluia la construccién
GAM1.pIB2 fue normal, pero tal como se esperaba no se observo crecimiento alguno con el
que incluia el vector vacio (Figura 4.14A). El ligero crecimiento del transformante que se
aprecia en el ultimo caso muy probablemente se debe a que la maltosa utilizada en el cultivo
contiene una pequena cantidad de glucosa, tal y como revela la medida por GOD-POD (Figura
4.14B). En el cultivo del clon GAM1.pIB2 la presencia de glucosa se increment6 hasta cerca
de 200 mg mL-" a las 18 horas y fue descendiendo hasta desaparecer a las 48 horas (Figura
4.14B).

El analisis de la produccion de IMOs mediante HPLC-ELSD detect6 la presencia de maltosa

y panosa (Figura 4.15) tras 24 horas de cultivo, y no se observo glucosa (pico esperado a los
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Figura 4.14 Crecimiento del transformante de P. pastoris que incluye la construccion GAM1.pIB2 y
presencia de glucosa en la reacciéon one-pot. Cultivo de la levadura- transformada con GAM1.pIB2 y pIB2
en medio BMMal (10% maltosa). A. Evolucion del crecimiento del cultivo (UDO 600nm) y pH. B. Medida de
la cantidad de glucosa presente en el medio mediante GOD-POD.
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12,5 minutos) a pesar de haber sido detectado este azicar mediante GOD-POD (Figura
4.14B). También, se detectaron otros picos que no pudieron ser identificados. A las 48 horas
los picos presentes en el analisis no correspondian con ninguno de los identificados y su sefal
fue muy baja (datos no mostrados), probablemente debido a que el cultivo ya se encontraba

en estado estacionario y el pH habia descendido a 3.

3000+
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2 — 6h Figura 4.15 Cromatogramas de la
2000- — 24h reaccion one-pot en cultivos de P.
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10001 HPLC-ELSD a los tiempos indicados.
(1) maltosa, (2) panosa.
—
D I 1 1 1
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Debido a que fue posible la produccién de al menos un IMO en estas condiciones, la panosa,
se decidi6 escalar la reaccion de su produccién a un fermentador fed-batch y tratar de

aumentar la aireacion para aumentar en lo posible al consumo de glucosa.

El cultivo en fermentador se realizé en el medio FBMS suplementado con las trazas PTM1 y
maltosa a una concentracién final del 5% (p/v) con un grado de pureza del 92% (Apartado
3.6.6.2). Previamente se hicieron crecer los inéculos en medio BMG y se inocularon en el
fermentador a una densidad 6ptica de 2,32 UDO a 600nm. La actividad de GAM1 se detecto
en el fermentador practicamente desde el inicio del cultivo, aunque el valor maximo de
proteina detectada, unos 0,5 mg mL-! no se alcanz6 hasta transcurridas 40 horas (Figura S5).
Las alicuotas tomadas del fermentador a distintos tiempos, ya libres de células, se analizaron
por HPAEC-PAD por su mayor resolucién debido a que en estas condiciones no fue posible
separar la mezcla de fermentaciéon por HPLC-ELSD. La sefal correspondiente a panosa se
detectd transcurridas 9 horas y solo hasta las 24 horas (Figura 4.16). La maltosa fue
hidrolizada por completo por la enzima y hasta las 24 horas no se detecté una produccion
sustancial de glucosa que fue posteriormente desapareciendo. A las 29 horas, y debido a la
limitacion de la alimentacién del fermentador con maltosa, solo se detectd glucosa, una
pequefa sefal de isomaltosa y arabitol, probablemente producto de la utilizacion por el

metabolismo fermentativo de glucosa de P. pastoris (Figura 4.16).
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Figura 4.16 Cromatogramas de los productos de la reaccion one-pot en fermentador batch

alimentado del cultivo del transformante GAM1 pIB2. Cromatogramas de HPAEC-PAD de los

productos de transglicosilacion del fermentador con medio FEMS, 5% (p/v) de maltosa y sales

PTM. Fue alimentado con maltosa al 40% (p/v). La maltosa tenia una pureza del 92%.

4.2 Estudio estructural de GAM1

4.2.1 Estudio de la secuencia y estructura de GAM1

La secuencia proteica de la a-glucosidasa de S. occidentalis, GAM1, se analiz6 mediante la
herramienta Swiss-Model para generar un modelo 3D de su estructura proteica. Inicialmente,
se generaron varios modelos basados en las secuencias de las proteinas mas homologas ya
estructuralmente resueltas. Los mejores resultados se obtuvieron con las a-glucosidasas de
Beta vulgaris (PDB:3W37), con la subunidad N-terminal de la maltasa-glucoamilasa
(NtMGAM) intestinal humana (PDB: 2QMJ y 3L4W) y el de la sacarasa-isomaltasa (NtSI)
intestinal humana (PDB: 3LPO) con los que se obtuvieron modelos muy similares en fidelidad.
En este trabajo se escogié el modelo de la a-glucosidasa de B. vulgaris y posteriormente el
de NtSI.

En el modelo generado para GAM1 se observé la caracteristica estructura de barril (B/a)s de
la familia glicosil-hidrolasa 31 (GH31) y en general una gran similitud estructural con la MGAM
y la Sl humanas (Figura S.4), ademas de con la proteina usada como referencia para el
modelo generado, la a-glucosidasa de B. vulgaris. Se localizaron también las secuencias

conservadas Wi/nDMNEa/p/v y HWt/I/IgGDNa/tA en las proximidades de los dos aspartatos
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cataliticos, tanto el nucledfilo (D472) como el donador de protones (D640) responsable de la

reaccion acido-base, respectivamente (subrayados y en negrita) (Figura 4.17).

El modelo de GAM1 generado se aline6 casi perfectamente con las estructuras de la

subunidad N-terminal de la sacarasa-isomaltasa y de la maltasa-glucamilasa (Figura 4.18A).
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Figura 4.17 Alineamiento estructural de secuencias. Resultado del alineamiento masivo de secuencias
del modelo de GAM1 creado en referencia a la a-glucosidasa de Beta vulgaris frente a las 47 secuencias
mas homologas obtenidas por ENDscript 2.0 (solo se muestran las 4 secuencias con mejor alineamiento).
Las estructuras secundarias se muestran en la parte superior (hélices con espirales, B-laminas con flechas
y vueltas con las letras TT). Debajo de las secuencias se muestran 2 barras: la primera muestra la
accesibilidad (acc) del disolvente (azul: accesible, cian: intermedio y blanco: enterrado/oculto) y la segunda
muestra la hidrofobicidad (hyd) de los residuos (rosa: hidrofébico, blanco: neutro y cian hidrofilico). Los
residuos similares estan marcados en amarillo, los idénticos en rojo y los residuos cataliticos con una flecha
azul apuntando hacia abajo en la parte superior. Los motivos conservados de la region catalitica estan
enmarcados en negro. Se muestran las secuencias representativas: a-glucosidasa de B. vulgaris (PDB:
3W37), los dominios C-terminal (PDB: 3TON) y N-terminal de la maltasa-glucoamilasa humana (PDB: 3L4T)

y de la sacarasa-isomaltasa humana (PDB: 3LPO).
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En la mayor parte del alineamiento se aprecié una gran homologia entre estas tres proteinas

salvo en un largo loop detectado entre las posiciones 509 y 590 de GAM1 (Figura 4.18A).

En colaboracién con el grupo de Julia Sanz Aparicio del Departamento de Cristalografia y
Biologia Estructural del Instituto de Quimica Fisica Rocasolano (IQFR, CSIC) se estudio el
centro catalitico del modelo generado y, mediante inspeccién visual, se propusieron varios
residuos aminoacidicos que potencialmente podrian estar implicados en la especificidad de la
actividad enzimatica para su modificacion por mutacion puntual. De este modo, los residuos
D472 y D640 identificados como los cataliticos de GAM1 se sustituirian por alanina para
comprobar su funcionalidad y obtener variantes inactivas de la enzima (Figura 4.18B).
Ademas, los residuos W324, N674 e Y700 situados en el bolsillo catalitico y que a priori
podrian ser responsables de la especificidad en la actividad transglicosilasa de la enzima
también fueron modificados (Figura 4.18B). Segun el modelo generado, el residuo W324
afectaria al subsitio -1, el Y700 al subsitio +1 y finalmente el residuo N674, un residuo poco

conservado, en principio podria estar implicado en la especificidad del subsitio +2 y también,

Figura 4.18 Alineamiento estructural. A. Alineamiento del modelo por homologia basado en la a-
glucosidasa de Beta vulgaris (PDB:3W37) en verde, alineado con la subunidad N-terminal de la sacarasa-
isomaltasa humana en azul cian (PDB: 3LPO) y la subunidad N-terminal de la maltasa-glucoamilasa humana
en magenta (PDB: 2QMJ). B. Centro catalitico ampliado del modelo 3D. En verde oscuro se muestran los
residuos cataliticos y en rojo los residuos estudiados por mutagénesis dirigida. En verde pistacho se

representa la acarbosa.

en cierta medida, en la del subsitio +1 (Figura 4.18B). La posicion Y700 fue sustituida por
alanina, histidina, glicina, serina y treonina (A, H, G, S y T). De esta manera, se traté de
cambiar la especificidad de GAM1 intentando crear mas espacio en el bolsillo catalitico en
mayor o menor medida. Ademas, con la sustitucion Y700H se pretendia generar un menor

incremento de espacio, pero también aportar una carga positiva en la cadena lateral del
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residuo sustituido. La mutacién W324F, en principio mas conservadora, a priori permitiria
generar mayor espacio en el subsitio -1. Las sustituciones propuestas para el residuo N674
fueron N674T/A/F.

4.2.1 Obtencidn y caracterizacion cinética de las variantes de GAM1 generadas

Se generaron las variantes enzimaticas propuestas utilizando mutacion puntual y oligos
especificos (apartado 3.5.3) y en su mayoria fueron expresados heterélogamente con éxito
en P. pastoris. La presencia de proteina se comprobé en SDS-PAGE (datos no mostrados) y
todas las variantes generadas fueron purificadas a partir del medio extracelular de P.pastoris
usando filtracidn tangencial. Las variantes D472A y D640A no mostraron actividad hidrolitica
alguna por GOD-POD, a pesar de que ambas fueron expresadas perfectamente con buenos
niveles proteicos, confirmando que los residuos modificados eran los cataliticos. En cuanto al
resto de variantes, se consiguieron expresar heter6logamente las que incluian las
sustituciones W324F, N674F/T e Y700H/A/T/G. Se analiz6 su actividad por GOD-POD vy se
calcularon sus parametros cinéticos sobre maltosa (Tabla 4.2). Las variantes del residuo Y700
que mas vieron afectada su eficiencia catalitica fueron las que incluian las sustituciones
Y700T/S, y que presentaban eficiencias unas 8 y 6 veces menor, respectivamente, en relacion
al control de la enzima wildtype (wt) (Tabla 4.2). La eficiencia catalitica de Y700H se redujo a
casi la mitad (Tabla 4.2). En cuanto a las sustituciones de Y por G y A, no ejercieron un gran
cambio en la eficiencia de la enzima (Tabla 4.2). Las sustituciones por Phe y Thr del residuo
N674 provocaron una disminucion de la eficiencia catalitica de 3,7 y 4,7 veces,
respectivamente, y la sustitucion W324F aparentemente no generd6 modificaciones

significativas en los parametros cinéticos de GAM1 de la enzima (Tabla 4.2).

Tabla 4.2 Parametros cinéticos de los mutantes de GAM1

Mutante (pmol-\rrln?ﬁx-1 ‘mL") (nlf;\nll) Keat (57) (sk?"-'rf?\"/i11)
Y700G 070 + 002 | 028 + 004 | 42687 + 1339 | 153330 + 0,04
Y700T | 004 + 004 | 091 + 005 | 17732 + 553 19426  + 0,05
Y700A 100 + 003 | 046 + 007 | 62335 + 1942 | 136609 + 004
Y700 100 + 003 | 08 + 007 | 2248 + 567 | 27084 + 004
Y700H 123 + 005 | 038 + 006 | 34352 + 1449 | 90046  + 006
N674F 030 + 016 | 022 + 003 | 101,95 + 5303 | 437,07 + 074
N674T | 053 + 014 | 033 &+ 005 | 11221 + 2076 | 34440 + 038
W324F 320 + 016 | 026 + 005 | 44316 + 4292 | 172102 + 011

GAMiwt | 3156 + 020 | 029 + 007 | 47297 + 2982 | 161533 + 0,09

Medidas realizadas con maltosa por triplicado. El valor de k.. se calculd con la Vima y €l peso molecular teérico de 104 kDa.
La desviacion estandar se obtuvo mediante el ajuste al modelo de Michaelis-Menten de los datos en el médulo cinético de
SigmaPlot 12.0.
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Resultados

4.2.2 Evaluacion de la actividad transferasa de las variantes proteicas formadas

El analisis de la actividad transferasa de las variantes proteicas generadas se realiz6
utilizando maltosa como sustrato (Figuras 4.19 y 4.20). Como controles se usaron reacciones

con la enzima wt y solo la mezcla de reaccion (apartado 3.6.6.1). No fue posible expresar en

Figura 4.19 Produccion de IMOs

1001 totales generados por las variantes
& GAM1wt
o NG7AT que incluyen las sustituciones
80+ - L.
B N674F indicadas vs conversion de maltosa.
%, 60 @ Y700H | | a conversion de maltosa se muestra
-¥- Y700A .
2 en porcentaje. El total de IMOs
8 40 = Y700T
= . V700G representa la suma de isomaltosa,
20- B W324F panosa e isomaltotriosa. Todas las
reacciones se realizaron con una
01 x . . . . . concentracion inicial de maltosa 200 g
0 20 40 60 80 100 L'y 25 U mL™" de actividad enzimatica
H 0,
Conversion de maltosa (%) GAM1 apH 4,5y 37°C. Las reacciones

se siguieron durante 24 horas.

cantidades suficientes la variante GAM1-Y700S como para realizar el estudio de su actividad
transferasa. La produccion total de IMOs apenas se vio afectada al utilizar las distintas
variantes ensayadas, a excepcion de al usar las variantes que portaban las sustituciones
W324F y N674F, con las que se produjo una disminucion drastica y un ligero descenso de
productos de transglicosilacién, respectivamente (Figura 4.19). La sintesis de isomaltosa se
detect6 desde el inicio de la reaccién en las variantes del residuo N674 llegando a triplicar la
produccién la variante que incluia Thr y a cuadriplicar la que contenia Phe a las 6 horas de
reaccion (Figura 4.20A, Tabla 4.3). De manera analoga, se detectd también isomaltosa desde
el inicio de la reaccion con los mutantes de la posicién Y700, aunque el incremento del
disacarido fue menor en relacion al control (Figura 4.20B). Sin embargo, la cantidad total
producida tras 24 horas fue similar en todas las variantes y el wt (Figura 4.20A y B, Tabla 4.3).
La concentracibn maxima de panosa también se adelantd en el caso de la variante GAM1-
N674T, pero no sobrepasé el nivel producido por la variante wt (Figura 4.20C) mientras que
la sustitucion N674F gener6 su reduccién en mas del 50% (Figura 4.20C). Sin embargo, se
Tabla 4.3 Maxima concentracion de azucares generados por las variantes indicadas

Productos de transglicosilacién (g L )
N674F N674T Y700A Y700G Y700H Y700T W324F GAM1 wt

Isomaltosa 53,9 56 56,3 60,4 62,3 54,2 N/D 60,9
Panosa 32,8 71,8 81 70,8 56,4 88,1 6,7 73,1
Maltotriosa 22,6 18,4 8,5 16,9 25,9 10 18,7 10,7

Concentracion detectada por HPLC-ELSD. GAM1 wt se usd como control. Condiciones de reaccién: maltosa 200
gL", 25U mL" de enzima, 37°C y pH 4,5.
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observo un ligero incremento en la producciéon de panosa en el caso de las sustituciones
Y700A e Y700T en 10 y 15 g L, a tiempos cortos de reaccién (Figura 4.20D). Con la

sustitucién Y700H se redujo la produccion maxima de panosa a 56 g L' (Figura 4.20D, Tabla

A B
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& NB674F -+ Y700A -e Y700H
- GAM1 wt
& NB674T Y700G = Y700T

Figura 4.20 Analisis de los productos de transferencia generados por las variantes mutadas
de GAM1 indicadas. Produccién de isomaltosa, panosa y maltotriosa por los mutantes del
residuo N674, A, C y E, respectivamente. Produccién de isomaltosa, panosa y maltotriosa por los
mutantes del residuo Y700 B, D y F, respectivamente. Todas las reacciones se llevaron a cabo
con 25 U mL-" de actividad enzimatica y 200 g L' de maltosa a pH 4,5 y 37°C. GAM1 wt se us6

como control en las mismas condiciones de reaccion.
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4.3), mientras con las Y700H y N674F, que redujeron la sintesis de panosa, se incrementaron
la produccion de maltotriosa en 25 y 20 g L' con respecto al control (Figura 4.20E y F, Tabla
4.3).

20 -8~ Maltotriosa

% Panosa Figura 4.21 Analisis de la actividad
-4 |somaltosa

transferasa de la variante GAM1-

W324F. Productos de la reaccion de

transglicosilacion referenciados

obtenidos al usar 200 g L' de maltosa y

25 U mL"" de actividad enzimatica a 37°C
" y pH 4,5.

T T T
3 4 5

Tiempo (horas)

Concentracion (g L'1)

——T
1

P I8

Mencién aparte merece el mutante GAM1-W324F con el que la sintesis de IMOs se vio
seriamente afectada ya que no llegé a producir isomaltosa y la de panosa alcanzé unos
escasos 6,7 g L', mientras que la maltotriosa llego a duplicar la concentraciéon del control
(Figura 4.21). Cabe destacar que después de 4 horas, esta variante habia hidrolizado por

completo todos los productos de la reaccion (Figura 4.21).

4.2.3 Estudio del centro catalitico mediante analisis por Evolutionary Trace

Con el fin de profundizar en el estudio del centro catalitico de la enzima caracterizada en este
trabajo, se decidi6 realizar un nuevo modelo de GAM1 utilizando Swiss-Model y en esta
ocasion la proteina homoéloga de la subunidad N-terminal de la sacarasa-isomaltasa humana
(NtSI) que ya habiamos citado en el apartado 4.2.1. De nuevo, y como era de esperar, la
estructura alined perfectamente con la de proteinas con las que GAM1 tenia gran homologia
(Figura 4.22).

Figura 4.22 Alineamiento
estructural. Alineamiento del
modelo de GAM1 basado en la
sacarasa-isomaltasa humana (PDB:
3LPO) en verde, alineado con la
subunidad N-terminal de la sacarasa-
isomaltasa humana en magenta
(PDB: 3wW37) y la subunidad N-
terminal de la maltasa-glucoamilasa
humana en azul cian (PDB: 2QMJ).
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Se utilizo el servidor de traza evolutiva “Evolutionary Trace server” (ET) (Wilkins et al., 2012)
para analizar el modelo 3D de la enzima GAM1 generado con la herramienta online Swiss-
Model (Figura 4.23A). ET utiliza un método filogendmico para identificar los residuos
importantes en una proteina (Figura 4.23A y S5). Puntua los distintos residuos mediante el
alineamiento multiple con gran cantidad de secuencias (210 en este caso) (Figura 4.23A y
S5). Tras la puntuacion de los residuos se alineé el modelo de GAM1 con la NtIMGAM
(PDB:2QMJ), cuya estructura acomplejada con acarbosa se encuentra resuelta y publicada
en las bases de datos. Se centré el detalle en el centro catalitico de las dos proteinas
alineadas y se observé que los residuos mas conservados coincidian espacialmente (Figura
4.23B). Los residuos F673 y W470 interactuaban con la unidad de acarbosina, situada en el
subsitio -1 de la GAM1 (Figura 4.23B). Ambos residuos estan muy conservados, aunque
W470 en mayor medida (Figura 4.23B). El primer anillo de glicona situado en el subsitio +1
interactuaba principalmente con los residuos D230 y el F479, ambos muy conservados, y en
mayor medida el ultimo (Figura 4.23B). Ademas, el residuo W435 parecia interaccionar tanto

en el subsitio +1 como en el subsitio -1 (Figura 4.23B).

A\ 4
("%

\ \/ \

.~
T
= S,
TV

\

T U
+ | -

Importancia

Figura 4.23 Analisis de la secuencia del modelo de GAM1 por Evolutionary Trace. A. Modelo de
GAM1 basado en NtSI (PDB:3LPO) con la asignacién de las puntuaciones a los residuos de la
secuencia por el servidor Evolutionary Trace. B. Detalle del centro catalitico previamente alineado con
NtMGAM (PDB:2QMJ) que esta acomplejado con la acarbosa donde se muestran por analogia las
interacciones de los residuos previamente puntuados con ET. En la parte inferior se muestra la escala

de colores con el gradiente de importancia para ambas imagenes (A y B).
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4.2.4 Obtencion y caracterizacion cinética de los mutantes de GAM1 disenados

por Evolutionary Trace

A través de la aplicacion ET, como ya se ha mencionado, los residuos de la enzima GAM1
fueron puntuados. Ademas, la herramienta facilitd los residuos alternativos en posiciones
similares a las proteinas emparentadas (Tabla S2). Algunos de estos cambios de residuos
eran muy drasticos. Los residuos altamente conservados ya comentados, como es el caso de
W470 o F479 dieron como resultado de este analisis dos residuos (Ser y Leu) y uno (Lys),
respectivamente, como alternativas presentes en la naturaleza. Atendiendo a las alternativas
generadas por ET se realizaron distintas sustituciones en GAM1. Algunos de los cambios
introducidos en la secuencia eran radicales (como W435K), aunque estaban presentes en
enzimas homologas. En general, el resto de las mutaciones se plantearon de manera que se
creara mas espacio en el bolsillo catalitico sin cambiar sustancialmente las propiedades de la
cadena lateral de los residuos aminoacidicos sustituidos. En este caso, las sustituciones
disefiadas y obtenidas por mutagénesis dirigida y expresadas heterélogamente en P. pastoris
incluian las sustituciones: F673Y, W470F/Y, F479V/W, W435K/Y y D230N. Se comprobd
nuevamente la expresion de proteinas por SDS-PAGE y las variantes enzimaticas se

purificaron del medio extracelular de P. pastoris por concentracion fraccionada.

Se analizaron las cinéticas de estas variantes mediante GOD-POD usando maltosa e
isomaltosa como sustrato (Tabla 4.4). Todas las variantes presentaron un cambio en su
eficiencia catalitica bastante notorio sobre maltosa, salvo la que incluia W470F (Tabla 4.4). El
mutante que portaba la sustituciéon W435K mostrd la mayor disminucion de la keat/Km que se
produjo a tan solo 0,2 s mM-' (1615,33 s*' mM-! del wt) y la Ku practicamente duplicaba a la
del wt (Tabla 4.4). También se redujo considerablemente la eficiencia catalitica sobre maltosa
de la otra variante que afecta al mismo residuo, W435Y, a pesar de haberse realizado en
principio un cambio mas conservador, y aunque su Ky aumenté en menor medida (Tabla 4.4).
Ademas, se redujo drasticamente la eficiencia catalitica sobre la isomaltosa, aunque su Ku

fue menor a la del wt.

La sustitucion D230N también disminuyo la eficiencia de la enzima sobre maltosa a 13,8 s
mM-" y su Ky cuadriplicaba a la de la enzima nativa, ademas no mostr6é actividad con
isomaltosa (Tabla 4.4). Sin embargo, las mutaciones en el residuo F479 provocaron un
aumento en la eficiencia catalitica de esta enzima usando maltosa como sustrato, en el caso
de la sustitucion por un aminoacido mas pequefio, la valina, y por el contrario el cambio por

uno de mayor tamafno provocé una reduccion en este parametro (Tabla 4.4).

De manera similar, la actividad sobre isomaltosa obtuvo una eficiencia catalitica mayor en el

caso de F479V que en de F479W, aunque ambas fueron menores que GAM1 wt, siendo mas
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drastica la reduccion del valor de esta ultima (Tabla 4.4).

Tabla 4.4 Parametros cinéticos de las variantes de GAM1 generadas por ET.

Mutantes | Sustrato | Vi (pmol-min'-mL") Ku (mM) Keat (™) Keat Ku' (s -mM™)
Maltosa 3,21 + 0,03 0,16 + 0,01 | 536,39 + 4,76 3434,00 + 0,04

Fory Isomaltosa 1,01 + 0,06 0,28 + 0,05 7,88 + 0,027 27,75 + 0,18
Maltosa 3,26 + 0,19 029 + 0,01 283,38 + 16,62 971,16 = 0,04

waroy Isomaltosa 1,70 + 0,27 1,86 + 0,45 2,50 + 0,397 1,35 + 0,29
Maltosa 2,95 + 0,04 0,35 + 0,02 | 560,73 % 7,25 1582,65 + 0,07

WaTOF Isomaltosa 0,93 + 0,07 043 £ 0,10 1,77 + 0,135 41 + 0,24
Maltosa 3,24 + 0,03 052 + 0,02 | 1051,12 + 10,36 | 2024,89 + 0,04

FaTov Isomaltosa 0,89 + 0,05 0,20 + 0,04 1,28 + 0,065 6,23 + 0,2
Maltosa 2,21 + 0,03 0,55 + 0,03 | 49955 + 0,38 900,42 + 0,05

FATOW Isomaltosa 0,78 + 0,03 352 + 0,28 1,80 + 0,059 0,51 + 0,09
Maltosa 3,87 + 0,04 0,39 + 0,02 89,02 + 0,98 228,43 + 0,05

Wassy Isomaltosa 0,78 + 0,04 0,36 + 0,08 0,27 + 0,015 0,74 + 0,22
Maltosa 1,47 + 0,07 0,57 + 0,09 0,12 + 0,01 0,21 + 0,17

WassK Isomaltosa N/D + N/D ND + N/D N/D + N/D N/D + N/D
D230N Maltosa 3,98 + 0,07 1,19 = 0,06 16,46 + 0,29 13,84 + 0,06

Isomaltosa - + - - + - - + - - + -
Maltosa 3,16 + 0,20 029 + 0,08 | 47297 + 29,819 | 161533 + 0,09
GAMT wt Isomaltosa 0,97 + 0,07 0,30 + 0,06 6,86 + 0,47 22,57 + 0,22

Medidas realizadas con maltosa por triplicado. El valor de ke, se calculd con la Vima ¥ €l peso molecular teérico de 104
kDa. La desviacién estandar se obtuvo mediante el ajuste al modelo de Michaelis-Menten con el médulo cinético de
SigmaPlot 12.0.

En cuanto a los residuos que afectan al subsitio -1, el cambio F673Y provocd un incremento
de la eficiencia catalitica superior al doble, asi como una disminucion del valor de Ky cercano
a la mitad del control cuando se us6 maltosa como sustrato (Tabla 4.4). Ademas, la eficiencia
de la enzima al usar isomaltosa fue la mas alta de todas las variantes utilizadas, incluido el wt
(Tabla 4.4). La sustitucion W470F, mas conservadora, no mostré un cambio sustancial en la
afinidad y la eficiencia catalitica de la variante generada al usar maltosa, pero la modificacion
a tirosina redujo tanto la eficiencia como la constante catalitica al 50%, si bien la Ky mostro
valores similares al control (Tabla 4.4). Asimismo, las dos variantes del residuo W470

provocaron una reduccion importante en la eficiencia enzimatica sobre isomaltosa (Tabla 4.4).

4.2.5 Caracterizacion de la actividad transferasa de los mutantes obtenidos

mediante analisis por Evolutionary Trace

La actividad transferasa de los mutantes obtenidos en este caso por ET se realizé en
presencia de maltosa, se tomaron alicuotas de las reacciones a distintos tiempos que se
analizaron por cromatografia de intercambio de aniones de alta eficacia acoplado a un
detector de pulso amperométrico (HPAEC-PAD). La sintesis de IMOs total de la variante que
tenia W470F aumento hasta aproximadamente el doble de la obtenida con la GAM1 wt en

relacion a la conversion de maltosa de la reaccion (Figura 4.24). Salvo el mutante que tenia
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la sustitucion W470Y, el resto de mutantes vio reducida en mayor o menor medida la sintesis

de productos de transferencia, y en especial el que tenia W435K.

160
1407 - GAM1 wt
120 -B- F479V
7 100 & FA79W
o ¥ F673Y
g 80 WA470F
= 60 -~ W470Y
- W435Y
401 & W435K
20 - D230N
0_

0 20 40 60 80 1l|10
Conversion de maltosa (%)
Figura 4.24 Produccion de IMOs total de los mutantes obtenidos por ET referenciados vs
conversion de maltosa. La maltosa convertida se muestra en porcentaje. Todas las reacciones se
realizaron a una concentracion inicial de 200 g L' a 37°C, pH 4,5 y 50 U mL™" de actividad enzimatica,
excepto cuando se uso la variante con la sustitucion W435K de la que se usaron 0,26 U mL-'. Los IMOs
representados son el resultado de la suma de las concentraciones de trehalosa, isomaltosa, kojibiosa,

Los resultados de los productos de transglicosilaciéon de los mutantes de los residuos que
tienen sus interacciones con el subsitio -1 se muestran en la Figura 4.25. La sustitucion W470F
fue la que mostré un mayor incremento en la sintesis de productos generados con enlace a1-
6, es decir isomaltosa e isomaltotriosa (Figura 4.25A y B). La concentracion maxima de
isomaltosa alcanzo el doble que la del wt (Figura 4.25A, Tabla 4.5). Cantidades similares se
detectaron en el caso de la isomaltotriosa (Figura 4.25C, Tabla 4.5). La sintesis de kojibiosa
también se duplico (Figura 4.25B, Tabla 4.5). Asi mismo, cabe destacar que la obtencion de
estos oligosacaridos se detecté de manera adelantada y en cantidades considerables (Figura
4.25A-C). La panosa, sin embargo, fue detectada en una cantidad algo menor al wt y
rapidamente fue hidrolizada (Figura 4.25D, Tabla 4.5). La maltotriosa solo se detectd a las 0
horas de reaccion, a pesar de que las alicuotas se inactivaban relativamente rapido a 100°C,
la alta actividad de la variante que incluia W470F produjo una concentracion maxima del
trisacarido algo menor a la de proteina wt (Figura 4.25E, Tabla 4.5). El mutante que portaba
W470Y fue similar en la sintesis de isomaltosa, isomaltotriosa, maltotriosa y kojibiosa, asi
como en la evolucion de la reaccion general de transglicosilaciéon a la proteina wt (Figura
4.25A-C y E, Tabla 4.5), aunque la sintesis de panosa se vio afectada, detectandose una
concentracion ~42% inferior a la del control (Figura 4.25D, Tabla 4.5). Cabe destacar que los
mutantes que portaban las sustituciones W470F (Figura 4.25) y D230N sintetizaron un nuevo

producto de transglicosilacion, la trehalosa, que es la uniéon de dos mondémeros de glucosa a
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Figura 4.25 Analisis de los productos de transglicosilacién obtenidos por las variantes de
GAM1 del subsitio -1. Sintesis de los productos de transglicosilacion isomaltosa (A), kojibiosa (B),
isomaltotriosa (C), panosa (D) y maltotriosa (E) por las variantes enzimaticas indicadas. Todas las
reacciones se llevaron a cabo con 200 g L' de maltosa y 50 U mL™" de actividad enzimatica a pH

4,5y 37°C.
Figura 4.26 Produccion de trehalosa
7 obtenida con el mutante WA470F.
< 34 Desarrollo de la sintesis de trehalosa
i" obtenido tras la sustitucion W470F. La
E 2 reaccion contenia 50 U mL™", 200 g L' de
% 1 maltosa y tampon acetato soédico 100 mM
" o pH 4,5 y se llevo a cabo a 37°C. Se
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producido a la derecha.
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través de un enlace a1-1, aunque tan solo se produjo con una concentracidon maxima de 3 y
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0,7 g L, respectivamente (Figura 4.26 y 4.28B). La variante F673Y caus6 una reduccién
drastica de la formacion del enlace a1-6 (Figura 4.25 Ay C), detectandose tan solo un maximo
de 10,5 g L' de isomaltosa y de 1,2 g L' de isomaltotriosa (Tabla 4.5). La panosa detectada
también se redujo hasta valores maximos similares a los de la variante GAM1-W470Y (Figura
4.25D, Tabla 4.5).

El analisis de las reacciones de los residuos mutados implicados en las interacciones del
subsitio +1 (F479) y del subsitio -1/+1 (W435) se muestra en la Figura 4.27. La produccion de

isomaltotriosa se redujo drasticamente en el caso de todos los mutantes mencionados (Figura
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Figura 4.27 Analisis de los productos de transglicosilacion obtenidos por las variantes de
GAM1 del subsitio +1. Sintesis de los productos de transglicosilacion: isomaltosa (A), kojibiosa
(B), isomaltotriosa (C), panosa (D) y maltotriosa (E) por las variantes enzimaticas indicadas. En el
caso de la mutacion W435Y también se afecto al subsitio -1. Todas las reacciones se llevaron a
cabo con 200 g L' de maltosa y 50 U mL-! de actividad enzimatica, a pH 4,5 y 37°C.
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4.27C y Tabla 4.5), y especialmente con los mutantes GAM1-W435K y GAM1-D230N donde
se detectd una cantidad infima de 0,14 y 0,87 g L, respectivamente (Figura 4.28 y Tabla 4.5).
El andlisis de la reaccion realizada con la variante GAM1-F479W pareci6 indicar que la
reaccion termind en 1 hora, ya que el seguimiento hasta las 8 horas conducia a la misma
concentracion de producto (Figura 4.27). Con esta variante hubo un claro detrimento en la
sintesis de todos los IMOs, asi como en la maltotriosa, excepto la kojibiosa que mantuvo unos
niveles similares a los de la enzima wt (Figura 4.27, Tabla 4.5). Sin embargo, con la variante
que contenia W435Y se incremento la sintesis de kojibiosa (enlace a1-2 entre dos unidades
de glucosa) hasta los 16,7 g L' (Figura 4.27B, Tabla 4.5) y su produccién se detectaba desde
el inicio de la reaccion en cantidades que superan ampliamente la del resto de las variantes
ensayadas, incluyendo la wt (Figura 4.27B). Las mutaciones en el subsitio -1/+1 W435Y/K
aumentaron la sintesis de maltotriosa, aunque en el caso de la W435Y fue rapidamente
hidrolizada (Figura 4.27E y 4.28A). Con la variante D230N se detecté una concentracion de
maltotriosa mas o menos constante a lo largo de la reaccién de aproximadamente 15 g L™
(Figura 4.28B) aunque la maxima fue superior (Tabla 4.5). Ademas, esta sustitucidn consiguié
duplicar la produccién de kojibiosa respecto a GAM1 wt, pero perjudico la formacion de
enlaces tipo a1-6, reduciéndose la sintesis de panosa e isomaltosa (Figura 4.27B y Tabla 4.5).
La panosa y la isomaltosa se produjeron de manera mas lenta y se consiguieron menores
cantidades tras la sustitucion W435Y (Figura 4.27A y D). Sin embargo, la W435K
practicamente fue incapaz de sintetizar estos oligosacaridos (Figura 4.27A, Tabla 4.5). Por
ultimo, la mutacién F479V mejoré la produccion de maltotriosa (Figura 4.27E, Tabla 4.5) y con
ella se obtuvieron cantidades de kojibiosa similares a las de la enzima wt (Figura 4.27B, Tabla

4.5). Por ultimo, la produccién de panosa fue similar a la que se obtuvo con la sustitucion
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Figura 4.28 Reaccion de transglicosilacion de las variantes que incluian las sustituciones W435K y
D230N. Productos de la reaccién de transglicosilacion de las variantes de GAM1: A. W435K y B. D230N
llevada a cabo con 200 g L' de maltosa a 37°C y pH 4,5. Se utilizaron 0,26 U mL™" de la enzima GAM1
mutante W435K y 3,7 U mL™" de la variante D230N.
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F479W (Figura 4.27B, Tabla 4.5). Aun asi, la sintesis de isomaltosa fue la que menos se vio

afectada al alterar los residuos que interactuan con el subsitio +1 (Figura 4.27A, Tabla 4.5).

Tabla 4.5 Maxima concentracion de azucares generados por las variantes indicadas
Productos de transglicosilacién (g L)

F479V | F479W | F673Y | WA470F | W470Y | W435Y | W435K | D230N | GAM1 wt
Isomaltosa 2127 | 1394 | 1050 | 8453 38,68 20,96 0,32 4,47 42,83
Kojibiosa 5,24 3,40 4,89 8,34 3,63 16,70 1,04 6,51 3,90
Isomaltotriosa 5,88 1,39 1,24 38,17 21,72 2,22 0,14 0,87 21,72
Panosa 23,51 2322 | 2285 | 3158 23,6 13,3 1,01 8,75 40,58
Maltotriosa 3216 | 1409 | 3383 18,4 20,48 35,95 37,25 18,54 22,18

Concentracién maxima detectada por HPAEC-PAD de productos de TG de los distintos mutantes. GAM1 wt se usé como
control. Condiciones de reaccion: maltosa 200 g L™, 50 U mL" de enzima, 37°C y pH 4,5.

4.3 Inmovilizacion de GAM1

La inmovilizacion de enzimas es un proceso ampliamente utilizado para mejorar su utilidad
operacional, sobre todo, si se persigue aumentar la estabilidad del biocatalizador con el
objetivo de alargar su vida util y poder reutilizarlas para que los costes de los procesos
industriales disminuyan. A menudo la estabilizacion del biocatalizador suele producir también
mejoras operacionales como aumentar el rango de temperaturas y pH al que actua la actividad
enzimatica. Sin embargo, a pesar de las numerosas ventajas que ofrece la inmovilizacion, el
proceso también puede causar desventajas como la disminucion de la actividad o los cambios

de especificidad del catalizador.

En este trabajo se abordd la inmovilizacion de la a-glucosidasa GAM1 sobre bolas de
quitosano (chitosan beads). El quitosano es un producto desacetilado de la hidrélisis de
quitina, polisacarido que, en la mayoria de los casos, proviene del exoesqueleto de
organismos marinos. Este polisacarido es un soporte de gran interés biotecnoldgico puesto
que es respetuoso con el medio ambiente. En este trabajo se usd un método de inmovilizacion
de unién covalente en el que se usaron como linker el glutaraldehido o la genipina. La genipina
esta presente en el extracto de la fruta de Genipa americana (huito o jagua), y es un excelente
entrecruzador natural de proteinas y quitosano que presenta una toxicidad mucho menor que

la del glutaraldehido y otros linkers sintéticos.

4.3.1 Obtencion de los chitosan beads

La formacion de chitosan beads se realizé con una mezcla de quitosano disuelta en &cido
acético. Las bolitas se formaron precipitindose gota a gota la solucidon anterior sobre una
disolucién de coagulacion que contenia NaOH y etanol (apartado 3.8.1). Los chitosan beads
obtenidos tenian un tamafio aproximado de 1-2 mm y un peso aproximado de entre 1,6 y 3,7

mg.
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Inicialmente y para fijar las condiciones de la inmovilizacion se usaron 200 mg de chitosan
beads y distintas cantidades de actividad enzimatica, medida en unidades hidroliticas, usando
como linker el glutaraldehido (GA). Se usaron 10- 40 U de GAM1 en 1 mL de fosfato sddico
50 mM pH 7 que fueron incubadas durante 18 horas a temperatura ambiente con el soporte
previamente activado con GA 0,5% (1mL). Como control, la enzima libre fue también incubada
en las mismas condiciones y sin soporte para valorar su posible pérdida de actividad. Tras la
incubacion, se realizaron 4 lavados con 1 mL del tampén citado y se midié la posible actividad

a-glucosidasa de todos ellos. Las suaves condiciones empleadas en la inmovilizacion, a pH
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Figura 4.29 Parametros de inmovilizacidon con distintas cantidades de actividad de GAM1.
Se muestran los parametros de inmovilizacién de 10, 20, 30 y 40 U de GAM1. A. Rendimiento, B.
Eficiencia, y C. Actividad recuperada. Las inmovilizaciones se realizaron tras la preactivacion del
soporte (bolas de quitosano) con 0,5% de glutaraldehido e incubado durante 18 horas después
se incubaron las distintas cantidades de unidades de actividad enzimatica. Los ensayos de

actividad se hicieron por triplicado y se muestra la desviacién estandar del valor medio.

neutro y GA, provocan la union de la proteina al soporte predominantemente a través de su
extremo N-terminal. La valoracion de la actividad del biocatalizador inmovilizado generado se
realiz6 colocando una chitobead, previamente pesada, en un tubo con filtro al que se le afiadié

un volumen de 100 pL de maltosa disuelta en acetato sdédico 100 mM pH 4,5 y previamente
incubada a 37°C (apartado 3.8.2.1).

El rendimiento de la inmovilizacién, calculado como el porcentaje de enzima unida al soporte
(apartado 3.8.8.2), fue superior al 93% con todas las cantidades de actividad enzimatica
utilizadas (Figura 4.29A). Sin embargo, a pesar del alto porcentaje de enzima aparentemente
inmovilizada la eficiencia del proceso, definida como la relacion porcentual de la actividad
observada en el biocatalizador inmovilizado entre la actividad inmovilizada, fue muy baja
(Figura 4.29B). La mejor eficiencia se logré al usar una menor cantidad de actividad
enzimatica, cerca del 2,6%, disminuyendo proporcionalmente a medida que se incrementaban
las unidades utilizadas hasta 40 U donde se detect6 una eficiencia de tan sélo 0,44% (Figura

4.29B). Por tanto, la actividad recuperada, definida como la relacién porcentual entre la
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actividad observada vy la actividad inicial, también fue muy baja en todos los casos (Figura
4.29C). La actividad recuperada maxima, de 2,4%, se consiguié con la inmovilizacién de 10U

de GAM1 y la menor nuevamente fue al usar 40 U, con un 0,43% (Figura 4.29C).

Para optimizar la cantidad de linker utilizado y el tiempo de incubacién de la preactivacion del

soporte se usaron concentraciones de GA comprendidas entre 0,1-1% y de 1-18 h (Figura
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Figura 4.30 Parametros de inmovilizacién con las condiciones y linkers indicados. Relacion de los
resultados de la inmovilizacién tras la activacion de las bolas de quitosano con diferentes
concentraciones (p/v) de glutaraldehido (GA) y genipina (GP) incubadas a distintos tiempos. La enzima
se incubd en todos los casos durante 18 horas a temperatura ambiente en tampén fosfato potésico 50
mM pH 7 tras la activacion del soporte. Las referencias a las concentraciones de GA (A-C) se muestran
en la parte inferior izquierda y en la parte derecha las de GP (D-F). Los ensayos de actividad se hicieron
por triplicado y se muestra la desviacién estandar del valor medio.
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4.30). Ademas, se utilizé también genipina (GP), pero debido a su menor solubilidad en agua
este linker se utilizé solo hasta una concentracion maxima de 0,5%. El rendimiento de la
inmovilizacion al usar GA se encontré en rango del 95-100% en la mayoria de los casos, ya
que solo al usar GA 0,1% y preactivacion de 18 horas se obtuvo un rendimiento mas bajo, un
77% (Figura 4.30A). Sin embargo, la inmovilizacion con GP mostré rendimientos muy
inferiores a los obtenidos con GA, el menor valor se obtuvo tras la preactivacion durante 1
hora con GP al 0,1%. En estas condiciones se obtuvo un rendimiento de inmovilizacién del
40%, y el mayor con GP al 0,5% y preactivacion de 3 horas, con el que se alcanzé cerca del
76% (Figura 4.30D).

La activacion con GA 0,1% durante 18 horas mostrd la mejor eficiencia de inmovilizacion de
8,3%, seguida de la preactivada durante 3 horas con un 7,5% (Figura 4.30B). El resto de
condiciones de preactivacion con GA mostraron unos resultados similares entre si, que
rondaban valores inferiores a un 6% de eficiencia (Figura 4.30B). Por otro lado, la
preactivacion con GP 0,1% durante 1 hora dio como resultado la mayor eficiencia de
inmovilizacion, cercana a un 30% (Figura 4.30E). La eficiencia de la inmovilizacion con GP
tiende a ser mayor, al usar todas las concentraciones, a tiempos mas cortos de incubacion
para la preactivacion, y a medida que el tiempo de pretratamiento tiende a ir disminuyendo
(Figura 4.30E). Las actividades maximas recuperadas se obtuvieron con las concentraciones
mas bajas de linker, tanto de GA como de GP y a menores tiempos de preactivacion del
soporte, cercano al 12% al usar GP 0,1% y 1 hora de preactivacion, mientras que al usar GA

0,1% y 3 horas de preactivacion se logré aproximadamente un 7% (Figura 4.30C y F).

4.3.2 Anilisis de la actividad y estabilidad de la inmovilizacién

Optimizadas en lo posible las condiciones de inmovilizacién, se valoraron tanto las
capacidades del biocatalizador inmovilizado como su actividad y estabilidad a distintos valores
de pH y temperaturas. El analisis de la actividad a distintos pH se realizé usando el tampén
universal Britton-Robinson, y para valorar la estabilidad frente a cambios de pH se utilizé
también este tampdn universal y la medida de la actividad enzimatica se realizé en acetato

sodico pH 4,5 usando maltosa como sustrato.

Con independencia del linker utilizado, GA o GP, se amplié el rango de pH en el que el
biocatalizador tenia actividad respecto a la enzima libre (Figura 4.31). ApH 9y 10 la enzima
libre no presentd actividad alguna mientras que la inmovilizacion con GA mantenia aun valores

cercanos al 37 y 12% de su actividad maxima, respectivamente (Figura 4.31).

Con GP se obtuvo una actividad cercana al 22 y el 18% respecto a su actividad maxima

(Figura 4.31). A pH 3 la enzima libre retuvo aproximadamente la tercera parte de la actividad
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Figura 4.31 Actividad relativa del biocatalizador inmovilizado a distintos valores de pH.
Actividad relativa en porcentaje de la enzima GAM1 inmovilizada en bolas de quitosano con
glutaraldehido (GA) y Genipina (GP) a los valores de pH indicados. Se muestran los porcentajes
obtenidos respecto al valor que presenta mayor actividad en cada caso. Se muestra también el

valor obtenido con la enzima no inmovilizada (libre) para cada valor de pH.

de la inmovilizada con GA, y la mitad de la inmovilizada con GP (Figura 4.31). Sin embargo,
en el rango de pH de 4,5-6 la enzima libre mostré una actividad mucho mas cercana o superior
a la de las inmovilizadas. Sobre todo, al usar GP la actividad disminuy6 considerablemente
dentro de ese rango, llegando solo hasta el 40% del control a pH 6 (Figura 4.31). El
inmovilizado con GA fue el que presenté una mejora de actividad mas generalizada (Figura
4.31).

La estabilidad de los biocatalizadores a los cambios de pH se valor6 incubandolos durante 24
horas a distintos valores de pH y a continuacién realizando ensayos de actividad estandar.
Los biocatalizadores inmovilizados retuvieron mayor actividad que la enzima libre en un rango
de pH de 4 a 8 unidades (Figura 4.32). La enzima inmovilizada con GA mostré los valores de
retencion de actividad mas altos, y con valores muy similares en este mismo rango de pH 4-8
(Figura 4.32). La inmovilizacion con GP retuvo una actividad inferior a la de GA, mas acusada
a pH 4y 8 (Figura 4.32). Los pHs extremos de 3, 9 y 10 solamente mantuvieron un pequefio
porcentaje de actividad en los inmovilizados (Figura 4.32). Ademas, cabe resaltar que la
integridad de las chitosan beads se vio comprometida a valores de pH inferiores a 7, tanto fue
asi que las bolas de quitosano practicamente se desintegraron a pH menores o iguales a 5.
Afortunadamente, el uso de tubos con filtro para realizar las reacciones de actividad posibilitd

la medida de la actividad hidrolitica que continuaba aun presente.

La a-glucosidasa GAM1 es una enzima muy termosensible que como ya se mostro
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Figura 4.32 Estabilidad de los biocatalizadores inmovilizados a distintos valores de pH.
Estabilidad de la inmovilizacion de 10 U de GAM1 sobre bolas de quitosano con el linker
glutaraldehido (GA; columnas azules) o genipina (GP; columnas rojas). Se muestran también los
valores obtenidos con la enzima libre (columnas verdes). Todas las medidas de actividad se
llevaron a cabo con maltosa 2 mM en tampén acetato sédico 100 mM pH 4,5 a 37°C tras incubar
los biocatalizadores inmovilizados a los pH indicados durante 24 horas. Los ensayos de actividad

se hicieron por triplicado y se muestra la desviacion estandar del valor medio.

anteriormente (apartado 4.1.4) no tiene actividad a temperaturas mayores o iguales a 45°C
(Figura 4.33). Sin embargo, la enzima inmovilizada sobre bolas de quitosano, y con

independencia del linker usado (GA o GP), mostré actividad a temperaturas superiores a 45°C
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Figura 4.33 Actividad relativa de los biocatalizadores inmovilizados a distintas
temperaturas. Actividad relativa en porcentaje de las inmovilizaciones, realizadas con
glutaraldehido (GA), genipina (GP) y de enzima libre, en relacién a la mayor actividad para cada
condicion. Todas las actividades se realizaron con maltosa 2 mM y tampdn acetato sodico 100
mM pH 4,5. Los ensayos de actividad se hicieron por triplicado y se muestra la desviacion

estandar del valor medio.
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Resultados

(Figura 4.33). De hecho, la temperatura a la que los inmovilizados fueron mas activos fue la
de 55°C (Figura 4.33).

Al analizar la termoestabilidad, los biocatalizadores inmovilizados con GP no mostraron
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Figura 4.34 Estabilidad de los biocatalizadores generados a distintas temperaturas. Se
usaron inmovilizados de 10U de actividad enzimatica en bolas de quitosano con el linker
glutaraldehido (GA; columnas azules), genipina (GP; columnas rojas) y 10U de actividad de
enzima libre (columnas verdes). Todas las reacciones se llevaron a cabo con maltosa 2 mM en
tampon acetato sédico 100 mM pH 4,5 a 37°C. La actividad relativa se calculé dividiendo la
actividad final, tras las incubaciones a las temperaturas indicadas durante 24 horas, entre la

actividad a tiempo inicial. Los datos se representan en porcentaje.

actividad al se preincubados a 55 y 60°C durante 24 h, y conservaron solo un 20% de actividad
a 50°C (Figura 4.34). Sin embargo, la actividad se increment6 notablemente tras la
preincubacion a 37, 40 y 45°C, llegando a duplicar los valores tras 24 horas a 45°C con
respecto a la actividad inicial (Figura 4.34). También se observaron incrementos en la
actividad de la enzima libre tras la incubacion a 37 y 40°C, aunque en una magnitud menor
(Figura 4.34).

En las inmovilizaciones con GA se conservoé la actividad, respecto al valor inicial, en un 41,7%
tras la incubacién a 55°C durante 24h, pero ésta se perdi6 totalmente por incubacién a 60°C
(Figura 4.34). Al usar este linker, se mantuvo el 100% de actividad tras incubar durante 24h

hasta 50°C, produciéndose un ligero incremento, cercano al 10%, a 37°C (Figura 4.34).

4.3.3 Analisis de la estabilidad operacional de la actividad hidrolasa de los

biocatalizadores inmovilizados

La estabilidad operacional hidrolasa de la enzima inmovilizada fue examinada tras varios

ciclos de reaccion. Para ello, se utilizé una unica bola de quitosano con la enzima inmovilizada
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(con el linker GA o GP) por cada tubo con filtro utilizado. Estos tubos con filtro se usaron para
facilitar tanto la separacién del biocatalizador de la solucion de reaccién como su lavado. Se
realizaron un total de 20 ciclos de actividad hidrolitica a 37°C con 100 pyL de maltosa 2 mM en

cada uno de ellos.

Los resultados del analisis de este ensayo de reutilizacion no mostraron, con ninguno de los
dos linkers utilizados, pérdida de actividad hidrolitica del biocatalizador (Figura 4.35). La
actividad de la inmovilizacién increment6 de 0,5 a 1 U por 200 mg de soporte utilizado al usar
0,1% de GP (Figura 4.35). Sin embargo, la integridad de las bolas de quitosano, inmovilizadas
con este linker, si que se vio comprometida tras su reutilizacion ya que se formd una especie
de gel sobre la superficie del filtro al concluir el ensayo. Por otro lado, al usar 0,1% de GA la
actividad hidrolasa del biocatalizador fue mas constante a lo largo de los ciclos,
experimentando incluso un ligero incremento en la segunda mitad del ensayo (Figura 4.35).
Ademas, las bolas de quitosano tratadas con GA conservaron mejor su integridad, aunque
también se observo el desprendimiento de algun fragmento del soporte a partir de los 10 ciclos

de reutilizacion.

4.3.4 Analisis de la actividad glucosiltransferasa de los biocatalizadores

inmovilizados

Debido a la baja actividad hidrolasa que mostraron los biocatalizadores inmovilizados al usar
200 mg de bolas de quitosano se optd por usar una con mayor cantidad de biocatalizador y

soporte. Para ello, se usaron 10 g de bolas de quitosano y 500 U de actividad enzimatica
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Figura 4.35 Estabilidad operacional de los biocatalizadores generados. Se realizaron 20
ciclos de valoracion de actividad hidrolitica. Los biocatalizadores contenian 10 U de actividad
enzimatica GAM1 inmovilizada en bolas de quitosano con el linker glutaraldehido (GA) en azul
y genipina (GP) en rojo. Se analizé la actividad hidrolitica de 3 réplicas y los datos se expresan
en unidades totales por 200 mg de biocatalizador inmovilizado, incluyendo la desviacion

estandar de las determinaciones.
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GAM1 (proporcionalmente las condiciones 6ptimas de 10 U por 200 mg de soporte). Todas
las condiciones de inmovilizacion se realizaron de la misma manera, excepto el volumen de
la disolucion de la enzima en el tampén que fue de 5 mL. Ademas, debido a la fragilidad de
las bolas de quitosano, y sobre todo tras realizar el tratamiento con GP a valores de pH 6 o
inferiores durante tiempos de incubacién prolongados, se optd por analizar la actividad
hidrolitica para el calculo de los parametros de inmovilizacion y realizar las reacciones de

transglicosilacién a pH 7 para aumentar la integridad del soporte.

En la tabla 4.6 se muestran los resultados de la inmovilizacién, el rendimiento de la
inmovilizacion fue muy similar al obtenido en los ensayos anteriores salvo con la GP que
resulté ser de mas del doble. La eficiencia y actividad recuperada, en este caso fueron
inferiores debido a que, como ya se ha mencionado, el analisis de la actividad hidrolitica se
llevé a cabo a pH 7. Las actividades hidroliticas observadas en este caso de los inmovilizados

en bolas de quitosano con GA y GP fueron de 7,8 y 8 U, respectivamente (Tabla 4.6).

Tabla 4.6 Analisis de los parametros de inmovilizaciéon sobre 10 g de soporte.

Actividad Observada (U) Rendimiento (%) Eficiencia (%) Activ. recuperada (%)
GA 7,83 + 1,74 96,72 + 1,01 2,66 + 0,23 2,57 + 0,23
GP 8,06 + 1,27 87,13 + 1,06 3,04 + 0,18 2,65 + 0,17

La inmovilizacion se realizé con aproximadamente 10 g de soporte y 500U de GAM1 en 10 mL de tampdn fosfato
potasico 50 mM a pH 7. El andlisis se realizé en este mismo tampoén con 2 mM de maltosa. Condiciones de
preactivacion: GA 0,1%, 3 horas de incubacion; GP 0,1%, 1 hora de incubacion.

Para analizar la capacidad transferasa de la enzima inmovilizada se realizaron reacciones de

transglicosilaciéon con la cantidad total de inmovilizado en 5 mL y 200 g L' de maltosa. Se
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Figura 4.36 Evaluacion de la actividad transferasa de los biocatalizadores inmovilizados tras 10 ciclos
de transglicosilacién. La enzima se inmovilizé en bolas de quitosano con el linker A. glutaraldehido y B.
genipina. Se utilizaron 10 g de chitosan beads y 50 U g' de actividad enzimatica. La actividad observada de
los biocatalizadores fue de 7,8 y 8 U totales. Para cada ciclo se utilizaron 200 g L' de maltosa a pH 7 para

mayor estabilidad del soporte. Se muestran la concentracion de los azlucares de la mezcla de reaccion en
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tomo el tiempo de incubacién a las 24 horas como el optimo para evaluar los azucares de la

mezcla, realizar una serie de ciclos y estudiar la estabilidad del biocatalizador.

Con los biocatalizadores inmovilizados con GA y GP se obtuvieron cantidades similares de
productos en el primer ciclo de transglicosilacion, con la excepcion de la ausencia de
maltotriosa en el caso de haber usado GP como linker (Figura 4.36). La actividad
transglicosilasa de la enzima GAM1 inmovilizada con GA se mantuvo constante durante los
10 ciclos realizados (Figura 4.36A). Si bien en el ultimo ciclo se detectdé una leve disminucion

de glucosa al mismo tiempo que se produjo un incremento de isomaltosa (Figura 4.36A).

Por el contrario, al inmovilizar con GP la estabilidad operacional del biocatalizador se vio
comprometida desde el primer ciclo (Figura 4.36B). La cantidad de glucosa, isomaltosa e
isomaltotriosa fueron las primeras en descender, unido a un aumento en la cantidad de
maltosa que dejo de hidrolizarse (Figura 4.36B). Ademas, la isomaltotriosa dejo de detectarse
en las reacciones a partir del tercer ciclo, y la concentracion de panosa experimentd una
subida hasta el ciclo 3, donde hizo aparicion la maltotriosa que, junto con el aumento de la
concentracion de maltosa, son hechos directamente relacionados con la menor actividad
hidrolasa y por tanto de actividad transferasa (Figura 4.36B). La concentracién de panosa
disminuy6 hasta el ciclo 6 a partir del cual se estabilizé la concentracion de este azucar en la
reaccion (Figura 4.36B). La maltosa sin embargo continué aumentando hasta el ultimo ciclo
analizado, una sefal inequivoca de la disminucion de la actividad del biocatalizador

inmovilizado (Figura 4.36B).
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5 DISCUSION

El objetivo de esta tesis se centré en la a-glucosidasa GAM1 de Schwanniomyces
occidentalis, una enzima con gran capacidad de producir distintos tipos de IMOs. En este
trabajo, se uso el sistema de expresion heterdloga de Pichia pastoris con objeto de conseguir
cantidades suficientes de GAM1 para posibilitar su estudio y manipulacion mediante técnicas
de biologia molecular. Se exploro la capacidad de la enzima para generar nuevos compuestos
glicosilados de potencial interés industrial, asi como elucidar el mecanismo de la reaccién de
transglicosilacion. Ademas, mediante modelos estructurales se analizaron los determinantes
responsables de la especificidad de sustrato y los productos de transglicosilacion. Por ultimo,
se abordo el estudio de la inmovilizacidn de la enzima sobre bolas de quitosano para intentar

mejorar la aplicabilidad del biocatalizador.

5.1 Caracterizacién bioquimica y capacidad transglicosilasa de

GAM1
La a-glucosidasa GAM1 de S. occidentalis ATCC 26077 fue expresada en P. pastoris y debido

a que S. occidentalis muestra una alteracion de lectura del cédigo genético estandar en la que
el triplete CTG se traduce como serina en lugar de leucina (Alvaro-Benito et al., 2010), la
proteina heterdloga contenia ya las correspondientes sustituciones (leucina por serina) en los
residuos 4, 6 y 142. Las dos primeras localizadas en el péptido sefial de exportacién de la
proteina y la ultima en una regién distante del bolsillo catalitico situado en el B-sandwich de
su extremo N-terminal. Sin embargo, con la estrategia usada en este trabajo, los niveles de
actividad a-glucosidasa valorados en los medios extracelulares de la levaduras que
expresaban la proteina GAM1 (1,9 U mL™"; Figura 4.1) superaron en casi 10 veces a los
valores reportados por otros autores al usar esta misma enzima proveniente de la cepa S.
occidentalis ATCC 26074 (Sato et al., 2005). Estos mismos autores estimaron también un
peso molecular para la proteina de aproximadamente 130 kDa, unos 13 kDa inferior al
obtenido en este trabajo (Figura 4.2). El tratamiento con PNGasa F redujo el peso molecular
de la proteina en 4 kDa, lo que mostré6 que GAM1 estaba glicosilada (Sato et al., 2005). En
este trabajo conseguimos también reducir en mayor medida la glicosilacion de GAM1, aunque
no totalmente, al usar otras desglicosilasas (Figura 4.2). El analisis de los parametros cinéticos
de GAM1 mostré que la enzima tenia una eficiencia catalitica (kcat Kv™') sobre maltosa similar
a la obtenida por otros autores, sin embargo, sobre isomaltosa fue unas 6 veces menor (Sato
etal., 2005; Song etal, 2013). La a-glucosidasa de S. occidentalis muestra un
comportamiento michaeliano para la actividad hidrolitica a concentraciones bajas de maltosa
(hasta 2,5 mM), pero a concentraciones superiores muestra una aparente inhibicion de

sustrato, un fendmeno que ha sido observado ya en otras a-glucosidasas de la misma familia
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estructural (GH31) (Kawano et al., 2019). Hasta donde sabemos, la eficiencia catalitica de

GAM1 sobre maltosa obtenida en este trabajo, 1615 s mM-', es el valor mas alto reportado
hasta el momento (Tabla 4.1), supera en hasta cinco veces el valor obtenido con la a-
glucosidasa de la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous (Marin, Linde y Fernandez
Lobato, 2006) y hasta tres veces el de la enzima de Aspergillus niger (Ma et al., 2017), una
de las a-glucosidasas de hongos mas estudiadas. Ademas, en comparacion con algunas
enzimas de arquea y bacteria muestra una eficiencia catalitica de hasta dos érdenes mayor
(Seo et al., 2011; Cao et al., 2014; Saburi et al., 2015).

Cuando las reacciones enzimaticas con a-glucosidasas microbianas se realizarén utilizando
concentraciones saturantes de sustrato, la mayoria de las enzimas analizadas mostraron
también actividad transferasa, y produjeron un amplio espectro de IMOs (Kato et al., 2002;
Wu et al., 2010). También, como GAM1, produjeron maltotriosa, uno disacarido que es
hidrolizado eficientemente por las glicosil hidrolasas presentes en el intestino humano y que
por tanto carecen de propiedades prebidticas (Lee et al., 2014). Los IMOs formados por las
enzimas de la familia GH31 suelen contener, mayoritariamente, al menos un enlace a1-6, si
bien algunas enzimas de esta familia son capaces de formar también otros azdcares como la
kojibiosa o la nigerosa, entre otros (Wu et al., 2010; Saburi et al., 2015; Kawano et al., 2019,
2020). Del mismo modo, GAM1 produce mayoritariamente panosa e isomaltosa, aunque
también produce en menor cantidad kojibiosa (Figura 4.5y 4.6). La panosa de la reaccion es
producida por transferencia de glucosa a maltosa si el disacarido esta presente en la mezcla,
pero a medida que la concentracion de maltosa disminuye la panosa comienza a ser también
hidrolizada. GAM1 cataliza la sintesis de isomaltosa tanto por hidrdlisis de panosa como por
la formacion del enlace a1-6 entre dos unidades de glucosa, ya que, la adicién de glucosa a
las mezclas de reaccidén desplazd los productos de transglicosilacion formados hacia la
produccion de azucares con enlaces a1-6, y disminuyeron la formacién de panosa (Figura
4.8), y la produccién de isomaltosa e isomaltotriosa casi se triplicé mientras que la de panosa
practicamente desaparece (Figura 4.8). En este contexto, en el ensayo de transglicosilacion
realizado con la a-glucosidasa de A. niger por Casa-Villegas y colaboradores (2017) en
presencia de maltosa y glucosa se consiguié formar isomaltosa, a tiempos de incubacion
cortos, y simultaneamente reducir la cantidad de panosa formada, pero no se incremento la

sintesis de isomaltosa en la misma medida que con GAM1.

Dependiendo del tipo de enlace que une las unidades de glucosa, los azucares presentan
mayor o menor resistencia a la hidrolisis. Entre los disacaridos formados en las reacciones
con GAM1, la trehalosa con un enlace a1-1 tendria la menor tasa relativa de hidrélisis, seguida
por la isomaltosa con un enlace a1-6 y la kojibiosa seguida de la nigerosa (Lee et al., 2016).

En los animales, las mezclas de IMOs son digeridas parcialmente y en el intestino son
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utilizadas por la microbiota favoreciendo la proliferacion/metabolismo de las bifidobacterias y
lactobacilos (Kaneko et al., 1994; Ketabi, Dieleman y Ganzle, 2011; Hu, Winter y Ganzle,
2020). El hecho de que la a-glucosidasa GAM1 forme principalmente azucares con enlaces
a1-6, a tiempos largos de reaccion en presencia de maltosa, sobre todo isomaltosa e
isomaltotrios, y de que ademas, la sintesis de estos azlcares se incremente cuando se
afiaden altas concentraciones de glucosa aumenta su potencial como posible biocatalizador
de aplicacion industrial para la produccién de IMOs que bien podrian utilizarse para el

consumo humano o en la alimentaciéon animal.

Algunas glicosil hidrolasas son capaces de formar nuevos heteroligosacéridos en presencia
de su sustrato natural y otro azicar que puede actuar como aceptor de glucosilacion
alternativo (Nimpiboon et al., 2011; Chen et al., 2019). El analisis de la capacidad de GAM1
para glucosilar nuevos aceptores revela que la enzima muestra una clara preferencia por las
moléculas de glucosa y similares, ya que en los experimentos realizados en este trabajo no
se pudieron glucosilar azucares como la fructosa, galactosa, glucosamina y lactosa, pero si la
xilosa, una aldopentosa (similar a la glucosa a excepcion de la falta del carbono 6), y la
sacarosa, que contiene una glucosa unida por enlace a1-2 a la fructosa (Figura 4.9 y 4.10).
La a-glucosidasa de A. niger, una enzima también con actividad transferasa, tampoco pudo
glucosilar ni la galactosa ni la fructosa (Mangas-Sanchez y Adlercreutz, 2015). En cuanto a
los compuestos fendlicos ensayados, GAM1 solo pudo glucosilar el piceido (polidatina) que

ya contiene una glucosa unida por enlace 3 a su unidad basica de resveratrol (Figura 4.12).

Las reacciones de transglicosilaciéon de GAM1 en presencia del aceptor xilosa formaron
mayoritariamente el enlace a1-4 debido a la ausencia del carbono 6. La sintesis de este
azucar por catalisis enzimatica solamente ha sido descrita por Putman et al. (1955) al emplear
una maltosa fosforilasa de Neisseria meningitidis. GAM1 también formé en muy pequefia
cantidad enlace a1-1 entre la glucosa y la xilosa, que por su analogia con la trehalosa podria
tener un efecto prebidtico mejorado. Este compuesto ha sido sintetizado tanto quimicamente
(Nishizawa et al., 1994) como enzimaticamente utilizando una trehalasa de Trichoderma

reesei (Brewer et al., 1986).

La xilosa debido a su similitud con la glucosa es capaz de entrar en el bolsillo catalitico de
GAM1 (Figura 5.1). Los analisis de docking mostraron que podrian producirse interacciones
entre este azucar y GAM1 mediante dos puentes de hidrogeno con el residuo catalitico D640,
ademas de otros residuos del bolsillo catalitico. Esto nos lleva a pensar que la disminucién de

sintesis de IMOs que se detectd en este trabajo pudo deberse a una posible inhibicion
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competitiva de la xilosa, aunque solo explicaria en parte la aparicion tardia de productos de

Figura 5.1 Unién de xilosa con el modelo de GAM1. Docking realizado con Autodock Vina. Se
muestran las interacciones con el bolsillo catalitico. La afinidad de la unién de la xilosa estimada

fue de -5,3 kcal mol™.

glucosilacion a concentraciones muy altas de xilosa. Las reacciones de transglicosilacion de
GAM1 con maltosa, en presencia del aceptor sacarosa, forman distintos compuestos de los
cuales el mayoritario fue el formado por unién de la glucosa por medio de un enlace a1-6 a la
sacarosa, es decir la teanderosa. El azucar teanderosa se encuentra principalmente en la miel
y en pequeias cantidades en la cafia de azucar, siendo poco rentable su extraccion de estas
fuentes naturales (hasta 0,3 g por cada 100 g de miel) (Ruiz-Matute et al., 2010). Al emplear
GAM1 se han sintetizado enziméaticamente unas cantidades suficientes de este azucar como
para hacer factible su posible uso en la industria alimentaria, ya que hay datos ya publicados
que indican que este azucar aumenta la presencia de bifidobacterias en el intestino
(Shimokawa et al., 1995). Se han descrito también algunas glucosil hidrolasas de la familia 13
que sintetizan teanderosa al usar sacarosa como sustrato, este es el caso de las a-
glucosidasas de Bacillus sp. y Metshnikowia spp., si bien la cantidad de este azucar
producida (60 g L") es inferior a la obtenida con GAM1 (Inohara-Ochiai et al., 2000; Garcia-
Gonzalez et al., 2020). Cantidades mayores de este azucar se obtuvieron por Ruiz-Aceituno
etal. (2017) al usar una levansacarasa, sacarosa como sustrato e isomaltosa como molécula
aceptora, estrategia con la que consiguiendo un 50% mas de teanderosa que los 82 g L
obtenidos en este trabajo. Aun asi, la reaccion de GAM1 resulta mas econdémica ya que no

hay que suministrar isomaltosa, un azucar de alto coste econémico.
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La enzima GAM1 también pudo glucosilar el piceido, un glucésido derivado del resveratrol.
Los polifenoles tienen una muy baja solubilidad en agua, afortunadamente GAM1 mostré una
buena actividad en el disolvente organico DMSO (Figura 4.4B). A pesar de que las cantidades
producidas de piceido glucosilado en este trabajo fueron bastante bajas, unos 3,4 g L' en el
caso del derivado monoglucosilado y 1 g L' en el caso del diglucosilado, el rendimiento de la
reaccion fue aproximadamente del 56% (Figura 4.12). Otras a-glucosidasas de la familia
GH31 también han podido glucosilar piceido y otros compuestos fendlicos glucosilados, como
es el caso de la arbutina produciendo también un enlace a1-6 mayoritariamente, y con

rendimientos muy similares a los obtenido con GAM1 (Seo et al., 2011).

El piceido es interesante desde el punto de vista biotecnolégico porque tiene excepcionales
propiedades antioxidantes y es un potencial candidato para el tratamiento de algunas
enfemedades mentales como el Alzheimer (Su et al., 2013; Xiao et al., 2015). La glicosilacién
a priori aumentaria la solubilidad de este compuesto fendlico en disoluciones acuosas
permitiendo una mayor estabilidad y biodisponibilidad, ademas debido a la formacién del

enlace a1-6 lo convertiria también en potenciales compuestos prebioticos.

La produccion enzimatica industrial de IMOs por lo general requiere de multiples pasos en los
que ademas se producen mono Yy oligosacaridos (digeribles) no deseados que permanecen
en el producto final (Yoo, 1997). En la reaccidén one-pot en matraz realizada en este trabajo
en la que se cultivaron células de P. pastoris transformadas con la construccion GAM1.pIB2,
de expresion constitutiva, se produjé panosa, junto a cantidades reducidas de glucosa que
solo pudieron ser detectadas mediante analisis GOD-POD (Figura 4.14 y 4.15). La produccién
de panosa por el método desarrollado en este trabajo resultdé ser muy ventajosa no solo por
su posible aplicacién industrial sino porque también tenia una mayor pureza de este azucar.
Por esta razén se escalo el proceso de produccion de panosa a nivel de pequeio fermentador,
en modo fed-batch. Sin embargo, los resultados obtenidos en el fermentador no fueron tan
buenos como los obtenidos en matraz ya que la glucosa no se eliminé totalmente del cultivo
(Figura 4.16). Ademas, la alimentacion con el sustrato realizada fue claramente insuficiente
para poder mantener la generacion del producto deseado. Los protocolos tienen que ser sin
lugar a dudas optimizados, pero abren la posibilidad del uso de este método en fermentador
discontinuo como método de produccidén de panosa y ademas permitiria el poder reutilizar la
masa celular generada. La eliminacion total de la glucosa podria también realizarse adaptando
el método a two-pot, mediante un segundo proceso en el fermentador en el que podria usarse
directamente P. pastoris (sin transformar), o incluso Saccharomyces cerevisiae o
Saccharomyces carlsbergensis para intentar eliminar la glucosa del medio, y en el caso de la
ultima levadura ademas la maltosa restante (Pan and Lee, 2005; Rengarajan and Palanivel,

2020). El uso de microorganismos para la eliminacién de azucares no deseados resulta mas
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econdmico que el uso de membranas que ademas tienen la dificultad de no discriminar

disacaridos con enlaces distintos al a1-4 de los que contienen otro tipo de uniones (Coérdova,
Astudillo y lllanes, 2018).

5.2 Estudio estructural del bolsillo catalitico de GAM1 y analisis de

la actividad transglicosilasa
Uno de los modelos de GAM1 generados en este trabajo se realizé con Swiss-Model por
homologia con la a-glucosidasa de B. vulgaris (PDB:3W37), una de las enzimas con estructura

resuelta mas emparentadas con la aqui analizada. Ademas, es conocido que la a-glucosidasa

Figura 5.2 Alineamiento modelo estructural de GAM1. Alineamiento del modelo GAM1 (cian) con la a-
glucosidasa de B. vulgaris (PDB:3w37; verde) acomplejada con acarbosa (purpura). Se muestran los
puentes de hidrégeno en linea discontinda amarilla. Se nombran los residuos de GAM1 y entre paréntesis

los de la a-glucosidasa de B. vulgaris. Las imagenes son dos angulos de vision del bolsillo catalitico.
de S. occidentalis, la maltasa—glucoamilasa (MGAM) y la sacarosa-isomaltasa (Sl) intestinales
humanas proceden de un gen ancestral comun (Naim et al., 1991). Tras el analisis visual del
centro catalitico de GAM1, se decidié la mutacién de los residuos N674 y el Y700. Ademas,
se identificaron los putativos residuos cataliticos D472 y D640 que fueron inactivados por

mutacion a Ala.

La mutacion en el residuo N674 por Phe o Tyr incrementé la sintesis de IMOs a tiempos
menores de reaccion, pero solo en el caso de la primera mutacién se redujé la cantidad de
panosa producida (Figura 4.20). Con ambas mutaciones se observé un descenso significativo
de la eficiencia catalitica de la enzima por maltosa, y en la misma proporcion (Tabla 4.2),
debido probablemente a la eliminacién del grupo carboxamida, ya que las sustituciones son

muy distintas entre si. La sustitucion por Phe, con cadena lateral mas voluminosa,

94



probablemente afecte a la orientacion del residuo vecino F673 que esta muy conservado en
esta familia de enzimas, y afecta en mayor medida al subsitio +1 haciendo que la eficiencia
catalitica sobre maltosa disminuya (Figura 5.2). Ademas, esta cadena lateral posiblemente
dificulte la entrada de maltosa para formar el enlace a1-6 por lo que se sintetiza en menor
medida y se favorece la formacion de maltotriosa (Figura 4.20). La mutacion N674F de GAM1
fue también estudiada ya que en la a-glucosidasa de A. niger, la mutacion N694F (una
posicion equivalente a la N674 de GAM1,habia generado ya una reduccién, aunque menor a
la de GAM1, de la eficiencia catalitica de la enzima, aunque con similares resultados en cuanto
a la produccion de IMOs (Ma et al., 2017).

El residuo W324 esta muy conservado e interacciona con el subsitio -1 y +1, jugando un papel
importante en la especificidad de la enzima GAM1. La sustitucion de este residuo por Phe
llevo a la pérdida de la capacidad de transferencia, sobre todo la formacion de enlaces a1-6,
y al aumento drastico de la capacidad de hidrdlisis (Figura 4.21). La sustitucion de residuo
W324 por Tyr altera la interaccién por medio del enlace de hidrogeno OH/mm con W435 y
conduce a la sintesis de un nuevo trisacarido, la centosa (Song et al., 2013). La reduccion de
la cadena lateral en el caso de la sustitucion W324F hace que se reduzca la interaccidn
mencionada y posiblemente dificulte la unién en el subsitio +1 de maltosa para formar panosa
pero que no impida la formacién de maltotriosa. Ademas, al no formarse isomaltosa indica
que la union de glucosa se ve muy desfavorecida al aumentar el espacio en el subsitio +1

impidiendo que forme interacciones (Figura 5.2).

El residuo Y700 parece estar mas alejado del subsitio +1, lo que posiblemente resulta en una
interaccidon menor con el sustrato por lo que las mutaciones producidas tienen un efecto menor
sobre la modificacion de la actividad transferasa (Figura 5.2 y 4.20). Este residuo, segun el
modelo, interacciona con el residuo W324 y podria formar un enlace H/1t con la cadena lateral
del N674. Por lo tanto, las sustituciones en este residuo tienen efecto sobre la especificidad
al cambiar la orientacion de estos residuos colindantes. La mutaciéon Y700A modifica en
pequefa medida a la eficiencia catalitica, sin embargo, la sintesis de panosa resulta acelerada
debido a que crea mas espacio y posiblemente reoriente los residuos cercanos, algo
esperable al estar este residuo también presente en la a-glucosidasa de B. vulgaris, una
enzima que reconoce sustratos de mayor longitud (Figura 5.2) (Tagami et al., 2013). De
manera analoga, a la variante Y700G le ocurren los mismos cambios en su actividad hidrolitica
y transferente debido a su similitud con la Ala, aunque la capacidad de sintesis de maltotriosa
es mayor y la de panosa algo menor (Figura 4.20). Las sustituciones Y700T y S son parecidas
entre si debido a la cadena lateral de los dos aminoacidos, y por tanto la eficiencia catalitica
(para la actividad hidrolitica) de la enzima mutada disminuye de manera muy similar (Tabla

4.2). Ademas, a pesar del cambio detectado en la actividad hidrolitica con la sustitucion Y700T
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(Y700S no se valord) la actividad transferasa fue similar que al realizar la sustitucion Y700A,
lo que a priori significaria que esta mutacion no afecta a la especificidad ni cambia la
conformacion del centro catalitico de la enzima (Figura 4.20). Sin embargo, la mutacion
Y700H, que incluye una cadena lateral mas voluminosa y rigida si que afectaria a los residuos
de su alrededor F673, N674 y W324 fijandolos mas en sus posiciones y estrechando en cierta
manera el bolsillo catalitico de la enzima, lo que posiblemente ocasione una mayor
especificidad para formar maltotriosa, azucar que llega a triplicar los valores obtenidos con la
GAM1 wt (Figura 5.2 y 4.20).

El modelo de GAM1 por homologia con NtSI analizado con la herramienta Evolutionary Trace
clasifica los residuos mas o menos conservados segun el grado de variabilidad de estos con
las proteinas mas emparentadas
y lejanas (Figura 4.23). El bolsillo
catalitico de GAM1 presenta
varios residuos conservados
implicados directamente en la
interaccion con el sustrato y que
por tanto serian responsables de
su especificidad. Los residuos
mutados en este trabajo estan
situados alrededor de los
subsitios -1 y +1, principalmente.
Los residuos con cadena lateral
hidrofébica y anillo aromatico
W324, W435 y F479 (Figura 5.3)

ademas de interacciones

Figura 5.3 Alineamiento modelo estructural de GAM1.

. . ) , hidrofébicas por la orientacion de
Alineamiento del modelo GAM1 por homologia con NtSI (azul cian)

con la NtMGAM humana (PDB:2gmj; verde) acomplejada con los 3 residuos podrian formar

acarbosa (pUrpura). Se muestran los puentes de hidrégeno con  enlaces de CH/1r entre si lo que
lineas discontinlas amarillas. Se nombran los residuos de GAM1 y les hace tener una gran

entre paréntesis los de NtMGAM humana. . . e
importancia en la especificidad

(Song et al., 2013). Ademas estos residuos estan presentes en muchas proteinas de unién a
carbohidratos e interaccionan con ellos mediante interacciones CH/1T en una geometria de
apilamiento, por tanto son residuos importantes en la especificidad de sustrato (Spiwok, 2017).
La mutacién W435K rompe la disposicion de estos residuos y, al mostrar esta sustitucion una
cadena lateral polar con grupo amino, muy posiblemente rompa la geometria de apilamiento

y ademas forme puentes de hidrogeno que restringen el modo de unién del sustrato
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disminuyendo la eficacia de la hidrélisis enzimatica (Tabla 4.4). Ademas, dificulta por el mismo
motivo la transferencia a glucosa y maltosa, restringiendo la sintesis de IMOs Unicamente a
la maltotriosa (Figura 4.28A). Con la sustitucion de este residuo por Tyr también se produce
una disminucion en la sintesis de enlaces a1-6, aunque la proteina podria conservar las
interacciones hidrofébicas con los residuos vecinos, y el grupo OH también podria formar
puentes de hidrogeno con el sustrato (Figura 5.3). Sin embargo, al tener una cadena lateral
algo menos voluminosa parece unir en el subsitio +1 a la glucosa con una orientacién propicia
para la formacion del enlace a1-2 de la kojibiosa (Figura 4.27). El residuo F479 al ser mutado
a Trp posiblemente empuje al residuo W435 y por lo tanto impida las interacciones con W324
(Figura 5.3), lo que resultaria en la disminucion de la eficiencia catalitica de hidrdlisis sobre
maltosa y sobre isomaltosa, y por tanto la sintesis de IMOs se veria reducida (Figura 4.26).
De hecho, en las reacciones realizadas con esta variante enzimatica no hubo variacion de
productos a partir de las 2 horas de reaccion, no quedando claro si es por inestabilidad de la
enzima o por la interaccion con los azucares de la mezcla de reaccion. Sin embargo, la
variante F479V amplia el espacio en el subsitio +1 del bolsillo catalitico, y éste muy
posiblemente es rellenado por el residuo W435 que se desplaza hacia la Val (Figura 5.3).
Como resultado hay un incremento de la eficiencia catalitica sobre maltosa, pero no sobre la
isomaltosa, por lo que se observa un incremento en la produccion de maltotriosa (Figura 4.27;
Tabla 4.4).

El residuo W470 se situa en el fondo del bolsillo catalitico cerca del residuo catalitico D472
(Figura 5.3), su sustitucién por Phe genera una ampliacion de espacio que probablemente
permite que el intermediario glucosil-enzima tenga una mayor movilidad, y esto aumenta la
cantidad de IMOs formados con enlace a1-6, isomaltosa e Isomaltotriosa, ademas de la
formacion de trehalosa que no es sintetizada por GAM1 wt (Figura 4.25 y 4.26). Ademas, el
descenso de la eficiencia de la actividad hidrolitica sobre isomaltosa hace que estos IMOs
sean mas persistentes en la mezcla de reaccion (Tabla 4.4). Por el contrario, la mutacion
W470Y apenas presenta diferencia de actividad transferasa con la enzima wildtype, salvo por
la menor sintesis de panosa que se produce (Figura 4.25). Probablemente esto se debe a que
el grupo OH de la Tyr impide en igual medida la libertad de movimiento que la Phe (Figura
5.3). La mutacién D230N restringe en gran medida la unién del sustrato al haberse incluido
una cadena lateral mas larga, y que ademas puede formar puentes de hidrégeno, lo que
explica la poca actividad sobre isomaltosa y la baja eficiencia catalitica sobre maltosa que
provoca en la enzima (Tabla 4.4). Al igual que en el resto de mutaciones que restringen la
movilidad del sustrato, la variante sobre todo sintetiza maltotriosa, aunque también es capaz
de producir en menores cantidades IMOs debido a que se sitla mas externo al subsitio +1

(Figura 5.3 y 4.28B). Por ultimo, la sustitucion del residuo F673 por Tyr empuja a la cadena
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lateral del residuo W324 mediante su grupo OH, lo que desplazaria la posicion y orientacion

de la glucosa que ademas posiblemente forme con este un puente de hidrégeno (Figura 5.3).
Esto se traduce en una menor formaciéon de enlaces a1-6 y por tanto de isomaltosa e
isomaltotriosa. Sin embargo, no se encuentra explicacion al hecho de que la formacién de
maltotriosa aumente drasticamente a pesar de presentar una eficiencia catalitica sobre
maltosa del doble de la GAM1 wt, un aumento que ocurre también con la mutaciéon F479V,

pero en menor proporcion (Tabla 4.4).

5.3 Inmovilizacion de GAM1 sobre chitosan beads.

La inmovilizacién de GAM1 es un paso deseable para posibilitar la utilizacion industrial de esta
enzima en la produccién de IMOs. El uso de enzimas libres, purificadas, a nivel industrial
supone un coste muy alto. Las enzimas inmovilizadas tienen mayor estabilidad operacional,
facilidad de separacién del producto, pueden reutilizarse y el biocatalizador generado suele
presentar mejoras de estabilidad frente a pH y temperatura. Ademas, la multitud de soportes
descritos permite desarrollar distintos tipos de biorreactores utilizando una sola enzima
(Homaei et al., 2013; Homaei, 2015). Hay un creciente interés en el uso de materiales de
soporte sostenibles, respetuosos con el medio ambiente y reciclables. El quitosano, derivado
deacetilado de quitina, que a su vez es el segundo biopolimero mas abundante la naturaleza,
es un material econdémico, biodegradable, no toxico y con multiples grupos funcionales
susceptibles de activacion por distintos activadores, lo que le hace un material idéneo para su

utilizacién en soportes para la inmovilizacion (Verma et al., 2020).

Para la inmovilizacion de GAM1 se usd quitosano, en forma de bolas (chitosan beads),
preactivadas con glutaraldehido (GA) o con genipina (GP) a pH 7. Estas condiciones hacen
que la unién covalente soporte-enzima se forme principalmente entre GA y el N-terminal de la

enzima al usar este linker (Barbosa et al., 2014).

Para la inmovilizacion de GAM1 se usaron inicialmente distintas cantidades de actividad a-
glucosidasa y chitosan beads preactivadas con GA, en todos los casos se obtuvieron unos
rendimientos de inmovilizacién a priori muy altos, practicamente no se valoré actividad
enzimatica en los medios de lavado del soporte por lo que probablemente casi toda la enzima
se habia unido al soporte (Figura 4.29). Sin embargo, la actividad observada del biocatalizador
inmovilizado no fue muy alta, dando como resultado bajos porcentajes de eficiencia y actividad
recuperada a medida que se aumenta la cantidad de enzima (Figura 4.29). Resultados
similares se obtuvieron en la inmovilizacién de a-glucosidasa de Aspergillus carbonarious
donde a medida que aumentaba la concentracion de enzima iba disminuyendo la actividad
recuperada, desde un 50 hasta menos del 20% (Sheu, Huang y Duan, 1997). También en el

caso de la inmovilizacién de la a-glucosidasa de Geobacillus stearothermophilus disminuia la
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actividad recuperada a medida que se aumentaba la actividad inicial de enzima (Chen et al.,
2018).

Una vez establecidas las unidades de actividad hidrolitica 6ptimas para la inmovilizacién se
analizaron las distintas condiciones y activadores, GP y GA. La GP tiene un rendimiento menor
de inmovilizacién que el GA. Sin embargo, la eficiencia de inmovilizacién fue 6 veces y la
actividad recuperada unas 3 veces superior en las mejores condiciones (Figura 4.30). La
inmovilizacion de una B-glucosidasa comercial sobre chitosan beads mostré una actividad
superior cuando se utilizé la GP como linker respecto al GA (Phadungcharoen et al., 2019).
Esto puede deberse a que la GP es capaz de reaccionar de manera mas 6ptima con los
grupos amino de la enzima que el GA por lo que probablemente se crea una mayor cantidad
de puntos de unidén covalente con el soporte (Tacias-Pascacio et al.,, 2019). La actividad
recuperada de la inmovilizaciéon con GP podria mejorarse también cambiando los parametros
de pH y temperatura de preactivacion utilizados, lo que podria modificar la manera en la que
la proteina se une al linker (a través de 2 moléculas de GP unidas entre si) con el quitosano

y la enzima (Flores et al., 2019).

El alto rendimiento de inmovilizacién aparente obtenido en el caso del uso del GA podria
explicarse, al menos parcialmente, por la inmovilizacion de la enzima mediante otro
mecanismo, el de la adsorcion. Mediante este mecanismo la peroxidasa de rabano fue
eficazmente inmovilizada sobre membranas de quitosano (Jin etal., 2011). Aunque no
podemos descartar que, al igual que la GP, el GA forme uniones covalentes multiples que
aumenten la capacidad de carga de la enzima al soporte, pero que su conformacion esté

restringida por uniones covalentes aleatorias (Bilal et al., 2019).

El rango de valores de pH al que la GAM1 inmovilizada es activa se amplia con respecto al
de la enzima libre, aunque la mejora es mayor en cuanto a la estabilidad, donde la
inmovilizacion con GA es superior a la de GP (Figura 4.31 y 4.32). La actividad de la enzima
a distintas temperaturas mejora excepcionalmente con la inmovilizacién al usar ambos linkers,
reteniendo el biocatalizador inmovilizado una actividad del 80-90% a 60°C (Figura 4.33).
Ademas, los biocatalizadores inmovilizados con GA y GP desplazaron la temperatura a la que
muestran la maxima actividad a 55°C. Sin embargo, la estabilidad de la enzima a esta
temperatura solo se conserva en el inmovilizado con GA, ya que con GP el biocatalizador se
inactiva (Figura 4.34). Curiosamente, al usar GP en la inmovilizacién la enzima llega a casi
duplicar su actividad tras la incubacién a 37-45°C (Figura 4.34). En este contexto, la
inmovilizacion de la a-glucosidasa de S. cerevisiae sobre Sephabeads activadas con GA
ampliaron el rango de pH y temperatura de la actividad de la enzima (Ahmed et al., 2007). La

inmovilizacion de a-glucosidasa sobre microparticulas de polimetacrilato recubiertas de
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quitosano activadas mediante GA también lograron incrementar la temperatura de la actividad

Optima de la enzima en 10°C (Sha et al.,, 2014). También la a-glucosidasa de A. niger
incrementé su temperatura optima en 10°C y fue activa en un mayor rango de pH al ser
inmovilizada sobre papel de celulosa modificado con quitosano y activado con 10% GA (Liu,
Chen y Shi, 2019), mientras que la inmovilizacion de la B-galactosidasa de A. oryzae sobre
chitosan beads con GP aumentd su termoestabilidad a 50°C (Flores et al., 2019). De una
forma similar, la inmovilizacién de la lacasa de Trametes pubescens, también confirié a la
enzima una mayor actividad tras activacion de las chitosan beads con 0,1% de GP y aumento
tanto la temperatura 6ptima, en unos 10°C, como el rango de pH de la actividad enzimatica
(Ma et al., 2018).

La estabilidad operacional adquirida de la actividad hidrolitica de GAM1 se mantuvo durante
los 20 ciclos de reutilizacion realizados, pero en el caso de la utilizacion de GP como linker
incluso aumenta durante los ultimos ciclos (Figura 4.35). Hay que destacar que la integridad
del soporte tratado con GP pierde su estructura durante estos ultimos ciclos, lo que puede
exponer enzimas que estan poco accesibles y dar lugar con ello al incremento de actividad.
La pérdida de la integridad del soporte puede deberse a que el quitosano es soluble a valores
de pH acidos y posiblemente el tratamiento con GP no consigue estabilizarlo. La sintesis de
IMOs por parte de los biocatalizadores en la reaccion de transglicosilacién es parecida en
ambas condiciones y similar a la obtenida por la enzima libre. Sin embargo, el biocatalizador
inmovilizado con GP tiene muy poca estabilidad operacional perdiendo actividad tras el primer
ciclo, aunque se estabiliza tras el ciclo 6 (Figura 4.36). En este sentido, la xilanasa de
Trametes pubescens inmovilizada con GP perdio hasta un 80% de actividad tras 6 ciclos de
reaccion (Gracida et al., 2019), pérdidas de actividad que han sido atribuidas a la inactivacion
de la enzima a pesar de que las inmovilizaciones se desarrollaron para incrementar su
estabilidad. En el caso de la inmovilizacion de GAM1 parte de la disminucién de actividad se
debe a la pérdida en cada ciclo de parte del soporte inmovilizado con GP, a pesar de haber

aumentado el pH a 7 para mejorar su estabilidad.

Por el momento, a pesar de las ventajas generales que aporta el uso de GP en las
inmovilizaciones enzimaticas, en el caso particular de GAM1 y usando como soporte
quitosano, el GA ha otorgado una estabilidad mayor al sistema en todas las condiciones
ensayadas a pesar de tener una eficiencia y actividad recuperada menor que la que confiere
la GP. Aun asi, queda aun por investigar si cambiando las condiciones de preactivaciéon del
soporte, utilizando temperaturas y pH mas altos conseguirian obtener un biocatalizador mas

estable.
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6 CONCLUSIONES

1. La enzima GAM1 de Scwhanniomyces occidentalis ha sido expresada con éxito en
Pichia pastoris, organismo que ha reconocido su secuencia sefial de exportacion. En
este sistema se han producido unos 20 mg L' de GAM1. La enzima ha sido purificada

a partir del medio extracelular de la levadura utilizando filtracion tangencial.

2. Se ha caracterizado la actividad hidrolasa y transferasa de la enzima producida en P.
pastoris. La enzima hidroliza maltosa e isomaltosa pero se obtienen valores de
eficiencia catalitica (kcat Ku') al menos 70 veces mayor en el primer caso. Por
transglicosilacion de maltosa GAM1 produce principalmente los
isomaltooligosacaridos panosa, isomaltosa e isomaltotriosa, y en menores cantidades
kojibosa e isomaltotetraosa. Ademas, produce maltotriosa. Se ha modulado la
produccion de IMOs mediante la adicién de glucosa, que favorece la formacién de

azucares con enlaces a(1-6) pero no con a(1-4).

3. Se ha evaluado la capacidad de GAM1 para glucosilar 12 potenciales aceptores
hidroxilados, incluyendo 7 azucares y 4 compuestos que incluyen anillos aromaticos.
La enzima glucosil6 sacarosa y xilosa generando el trisacarido teanderosa y glucosil-
xilosa, respectivamente. La glucosilacion de xilosa se produjo a través de dos tipos de
enlaces, a(1-4) y a(1-1). GAM1 glucosil6 también piceido, un derivado
monoglucosilado del resveratrol, generando mono- y diglucésido de piceido en la que

las unidades de glucosas se unen con enlaces a(1-6).

4. Se analizé la produccion de IMOS directamente en cultivos de P. pastoris que
expresaban GAM1 y suplementados con maltosa, reacciéon one-pot. En matraz solo se
detectd la produccién de panosa y la maltosa utilizada como sustrato. Al escalar la
reaccion a nivel de fermentador se produjeron 0,5 g L-! de enzima, pero aparentemente
no se logré mejorar la produccion de panosa ni eliminar completamente la glucosa

formada a partir de maltosa en las reacciones.

5. Se han realizado distintos modelos estructurales por homologia de GAM1. En ellos se
han usado las estructuras ya resueltas de dos a-glucosidasas intestinales humanas y
la a-glucosidasa de Beta vulgaris, proteinas de la familia GH31 con las que la enzima
de S. occidentalis muestra una gran similitud de secuencia. Se han identificado los
residuos cataliticos D472 y D640 que actuan como nucledfilo y catalizador acido/base,
respectivamente. Se obtuvieron los mutantes inactivos que incluian las sustituciones

D472A y D640A para verificar la funcionalidad de estos residuos.
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6. Se ha demostrado por mutacion puntual que los residuos hidrofébicos W324, W435 y
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F479, posiciones altamente conservadas y que tienen una fuerte interaccién entre si,
estan implicados tanto en la actividad hidrolasa como en la transferasa de la enzima
por su localizacion a lo largo del subsitio -1y +1.

Se ha demostrado que la sustitucion W470F, un residuo situado en el subsitio -1,
modifica en gran medida la especificidad de la sintesis de IMOs de la enzima, ya que
se duplica la produccidon de isomaltosa, isomaltotriosa y kojibiosa, y ademas se
sintetiza trehalosa, un disacarido con enlace a(1-1) no producido por la variante wild
type de GAM1.

La enzima GAM1 fue inmovilizada en chitosan beads utilizando glutaraldehido (GA) o
genipina (GP) como linkers con eficiencias de inmovilizacion inferiores al 5%. La
actividad de la enzima recuperada tras la inmovilizacién fue superior al utilizar GP,
pero la estabilidad a distintos valores de pH, temperatura y operacional, fue superior
con GA, manteniendose la actividad hidrolitica del biocatalizador inmovilizado durante

20 ciclos de reutilizacion y la actividad de transglicosilacion durante 10.
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Anexo I: Figuras y Tablas
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ATGATTTTTCTGAAGCTGATTAAAAGTATAGTAATTGGTTTGGGATTAGTTAGTGCTATC
Q AAPASSIGSSASASS S S E S
CAAGCAGCCCCTGCCTCTTCGATTGGATCTAGTGCTTCAGCATCTAGTTCAAGTGAGAGT
S Q ATIPNDWVTLSGV K QTIPNTITF
TCTCAGGCTACAATTCCCAATGATGTAACATTAGGTGTTAAACAAATTCCTAATATCTTT
ND SAVDANAAAKGYD L VNVT
AATGACTCTGCTGTCGATGCTAATGCAGCTGCTAAAGGGTATGACTTGGTAAATGTTACT
N T P RGLTGTIULI KL KEATNTIYSG
AATACTCCAAGAGGATTAACCGGTATCTTAAAATTAAAAGAAGCTACCAATATTTATGGT
Y b F DY L NLTVEYQADTRL NV
TATGATTTTGATTATTTAAACTTAACTGTTGAATACCAAGCTGATACCAGATTAAACGTT
H I E P TDULSDVF VL PEWHIL VYV K
CATATTGAACCAACTGATTTATCTGATGTATTTGTTTTACCAGAGCATTTAGTTGTTAAA
P LV EGDAQSYNZ FUDNSUDTLV F E
CCACTGGTGGAAGGTGATGCACAATCTTATAACTTCGACAATTCCGATTTGGTTTTCGAA
Yy S NTDF S F EV I RS S TIKE V L F
TACTCTAATACTGACTTCTCCTTTGAAGTTATTAGATCATCTACTAAAGAAGTTTTATTT
S T K GNWPULVF SN QFTIQTFNSS L
TCTACTAAAGGTAATCCATTGGTTTTTTCAAATCAATTCATTCAATTCAATTCGTCATTG
P K NHV I TGLGE S IHGTLVNEP
CCAAAGAACCATGTTATTACTGGTCTTGGTGAATCTATTCACGGTTTAGTTAACGAACCA
G Sv KT LFANUDWVSGDU ®PTIWDSGNTIY
GGTAGCGTTAAAACATTATTTGCTAATGATGTTGGTGATCCAATCGATGGTAATATTTAT
G VHPVY L DAQRYDTETTHAWVY
GGTGTCCATCCAGTTTATCTTGATCAAAGATATGACACTGAAACTACCCATGCTGTTTAT
W RTSAIQEV LI GEESTITWR A
TGGAGAACTTCTGCTATTCAAGAAGTATTAATCGGTGAGGAATCTATTACTTGGAGAGCT
L S ¢Gv I DLYFFSGPT®PIKUDATNQ
CTTTCAGGTGTTATTGATTTATACTTCTTTAGTGGTCCTACACCAAAAGATGCCATTCAA
Q Y v Xx. t T gL PAFQPY WS L GYH
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CAATGTAGATGGGGTTACGATACTATCGAAAAATTATCTGAAGTTGTTGAAAACTTCAAG
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AAATTTAATATTCCATTAGAAACTATCTGGTCAGACATTGATTACATGGACTCTTATAAA
bObFTYDWPMHR R F®PLDEYRKF L DE
GATTTCACTTATGATCCACACAGATTCCCACTAGATGAATATCGTAAATTCCTTGATGAG
L HKNNIQHY YV PTILDAATY VPN
TTGCACAAAAATAATCAACACTATGTTCCTATTTTGGATGCTGCTATTTACGTTCCAAAC
P NNATUDNEY QP FHY GNETDV
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1681 CCACCATATGCTATTTACAACATGCAAGGTGACTCCGATCTTGCTACTCATGCAGTATCT
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61 L Q E N AT Y HAL L EV F P NIKR P F
1801 TTGCAAGAAAATGCTACTTATCATGCATTATTGGAAGTTTTTCCTAACAAGAGACCATTC
621 M I S R S T F P G A G K W T G H W G G D
1861 ATGATTTCCAGATCAACCTTTCCAGGCGCTGGTAAATGGACCGGCCATTGGGGTGGTGAC
641N T A D W A Y A Y F S I P Q A F S M G I
1921 AACACTGCTGATTGGGCTTATGCTTACTTCTCTATCCCTCAAGCATTCTCAATGGGTATT
661A G L P F F G A DV CGFNUGNSD S E
1981 GCTGGCCTTCCATTCTTTGGTGCCGATGTTTGTGGTTTCAATGGTAATTCTGATTCTGAA
681 L C S R W MQL GSFFPFY RNWUHNDINY
2041 TTATGTTCAAGATGGATGCAATTAGGTTCTTTCTTCCCATTCTACAGAAACCACAACTAT
71 L G A I D Q E P Y VWESV A EATR RT
2191 TTAGGTGCTATTGATCAGGAACCATATGTCTGGGAATCAGTTGCTGAAGCTACTAGAACT
721S M A I R Y L L L P Y Y Y T L L HE S H
2161 TCTATGGCCATTAGATACTTATTATTACCATATTACTACACTTTATTACATGAATCTCAT
741 7T T 6 L P I L R A F S W QF P NDI RS L
2221 ACTACTGGTTTACCAATCTTAAGAGCTTTCTCGTGGCAATTCCCTAACGATCGTTCCTTA
761S GV D NQ F F VGGDGLVV TPV L E
2281 AGTGGTGTCGATAACCAATTTTTTGTCGGTGATGGTTTAGTTGTTACTCCTGTCTTAGAA
781 P G VD K V K GGV F P GAGKEEVYY
2341 CCTGGTGTTGATAAGGTTAAAGGTGTTTTCCCAGGAGCTGGTAAAGAGGAAGTTTACTAC
891D W Y T Q R E V H F KD G K N E T L D A
2401 GACTGGTACACCCAAAGAGAAGTTCACTTTAAAGACGGTAAGAATGAAACTTTAGATGCA
821 P L G H I P L HI RGGNWV L P T QE P
2461 CCATTAGGTCATATTCCATTACACATTAGAGGTGGTAACGTCTTGCCAACTCAAGAGCCA
8416 Y T VvV A E S R QNP F G L I V AL DN
2521 GGTTATACTGTTGCTGAGTCAAGACAAAATCCATTTGGTTTAATTGTCGCTTTAGATAAC
861D G K A Q G S L Y L DDSGE S L V V DS
2581 GATGGCAAAGCTCAAGGTAGCTTATACCTTGATGATGGTGAATCATTAGTAGTAGACTCT
881S L L v S F SV SDNTILSASUPSGGD
2641 TCATTGTTGGTTAGTTTCTCTGTTTCTGATAACACATTATCAGCATCTCCATCTGGTGAC
9@1Y K A D Q P L ANV TTIILGV GHIKPK
2701 TATAAAGCTGATCAACCTTTAGCTAATGTTACCATCTTAGGGGTTGGCCATAAACCAAAA
921s v X F EN A NV D F T Y K K S T V F V
2761 TCAGTTAAATTTGAAAACGCTAATGTTGATTTCACCTACAAGAAATCAACCGTTTTCGTT
941 T G L D K Y T K D G A F S KD F TTI T W
2821 ACTGGCTTAGATAAATACACCAAGGATGGTGCATTTTCTAAGGATTTCACCATTACTTGG
961 *
2881 TAA

Figura S1 Secuencia del marco de lectura abierto de GAM1. Se muestra la secuencia nucleotidica
(en negro) y la aminoacidica (en azul). Los residuos cataliticos se marcan en rojo, el D472 nucledfilo y

el D640 catalizador acido/base. En amarillo se resalta el péptido sefial de exportacion.
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Tabla S1. Cebadores utilizados en las PCR mutagénicas

Nombre Tipo Secuencia Tm(°C) Bases
D472A Fw Forward GGGCTGCTATGAATGAAGTCTCATCATTC 71.5 29
D472A.Rv Reverse CATTCATAGCAGCCCAAATACCATCAAAAG 71.9 30
D640A.Fw Forward GGTGGTGCTAACACTGCTGATTGGGCTTATG 76.7 31
D640A.Rv Reverse CAGTGTTAGCACCACCCCAATGGCCG 78.9 26
N674A.Fw Forward GTTTCGCTGGTAATTCTGATTCTGAATTATG 69.0 31
N674A.Rv Reverse GAATTACCAGCGAAACCACAAACATCG 71.9 27
N674F.Fw Forward GTTTCTTTGGTAATTCTGATTCTGAATTATG 65.2 31
N674F.Rv Reverse GAATTACCAAAGAAACCACAAACATCG 67.6 27
N674T.Fw Forward GTTTCACTGGTAATTCTGATTCTGAATTATG 66.0 31
N674T.Rv Reverse GAATTACCAGTGAAACCACAAACATCG 68.6 27
Y700H.Fw Forward CACAACCATTTAGGTGCTATTGATCAGGAACCATATGTCTGGGAATCAG 82.0 49
Y700H.Rv Reverse TAGCACCTAAATGGTTGTGGTTTCTGTAGAATGGGAAGAAAGAACCTAATTGC 80.9 53
Y700S.Fw Forward WAACTCTTTAGGTGCTATTGATCAGGAACCATATGTCTGGGAATCAG 80.9 49
Y700S.Rv Reverse TAGCACCTAAAGAGTTGTGGTTTCTGTAGAATGGGAAGAAAGAACCTAATTGC 79.9 53
Y700T.Fw Forward CACAACACTTTAGGTGCTATTGATCAGGAACCATATGTCTGGGAATCAG 81.4 49
Y700T.Rv Reverse TAGCACCTAAAGTGTTGTGGTTTCTGTAGAATGGGAAGAAAGAACCTAATTGC 80.3 53
Y700G.Fw Forward CA-CAACGGTTTAGGTGCTATTGATCAGGAACCATATGTCTGGGAATCAG 82.9 49
Y700G.Rv Reverse TAGCACCTAAACCGTTGTGGTTTCTGTAGAATGGGAAGAAAGAACCTAATTGC 81.7 53
Y700A.Fw Forward CACAACGCTTTAGGTGCTATTGATCAGGAACCATATGTCTGGGAATCAG 82.9 49
Y700A.Rv Reverse TAGCACCTAAAGCGTTGTGGTTTCTGTAGAATGGGAAGAAAGAACCTAATTGC 81.8 53
W470F.Fw Forward - GGTATTTTTGCTGATATGAATGAAGTCTCATCATTCTGTG 74,7 40
W470F.Rv Reverse CATATCAGCAAAAATACCATCAAAAGGAGTTAATTCATACC 72,9 41
W470S.Fw Forward GGTATTTCTGCTGATATGAATGAAGTCTCATCATTCTGTG 75 40
W470S.Rv Reverse CATATCAGCAGAAATACCATCAAAAGGAGTTAATTCATACC 73,2 41
W470Y.Fw Forward GGTATTTACGCTGATATGAATGAAGTCTCATCATTCTGTG 74,6 40
W470Y.Rv Reverse CATATCAGCGTAAATACCATCAAAAGGAGTTAATTCATACC 72,9 41
D230E.Fw Forward GCTAATGAAGTTGGTGATCCAATCGATGGTAATAT 729 35
D230E.Rv Reverse CCAACTTCATTAGCAAATAATGTTTTAACGCTACCT 711 36
D230N.Fw Forward GCTAATAACGTTGGTGATCCAATCGATGGTAATAT 72.5 35
D230N.Rv Reverse CCAACGTTATTAGCAAATAATGTTTTAACGCTACCT 70.9 36
D230K.Fw Forward GmTAAGGTTGGTGATCCAATCGATGGTAATAT 71.9 35
D230K.Rv Reverse CCAACCTTATTAGCAAATAATGTTTTAACGCTACCT 70.3 36
W435K.Fw Forward CFFAAGCCAGGTTACACTGTTTTCCCAGATTTC 74.2 35
W435K.Rv Reverse CCTGGCTTAACAGCACCAATATATAATGAACCATCT 73.2 36
W435Y.Fw Forward CTGTTTACCCA_GGTTACACTGTTTTCCCAGATTTC 741 35
W435Y.Rv Reverse CCTGGGTAAACAGCACCAATATATAATGAACCATCT 73,1 36
F479V.Fw Forward CTCATCAGTTTG'EI’GGTTC‘I‘I’GTGGTACTGGTAAATAC 74.6 40
F479V.Rv Reverse CAACACAAACTGATGAGACTTCATTCATATCAGCCCAAAT 774 40
F479W.Fw Forward CTCATCATGGTGTGTTGGTTCTTGTGGTACTGGTAAATAC 76.4 40
F479W.Rv Reverse CAACACACCATGATGAGACTTCATTCATATCAGCCCAAAT 79.2 40
F479Y.Fw Forward CTCATCATACTGTGTTGGTTCTTGTGGTACTGGTAAATAC 73.4 40
F479Y.Rv Reverse CAACACAGTATGATGAGACTTCATTCATATCAGCCCAAAT 76.2 40
F673Y.Fw Forward GTTTGTGGTTACAATGGTAATTCTGATTCTGAATTATGTTCAAG 74,5 44
F673Y.Rv Reverse CCATTGTAACCACAAACATCGGCACCAAAGAATG 78,7 34

*las partes solapantes de los pares de cebadores estan subrayadas. Se marca en rojo y negrita las secuencias correspondientes al codén
mutado.
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SignalP-5.0 prediction (Eukarya): Sequence
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Figura S2. Prediccion del péptido sefal de exportacion de GAM1. Andlisis mediante SignalP 5.0 de la

secuencia de GAM1 en busca de péptidos seial de exportacién.
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Figura S3. Gel SDS-PAGE de la expresion de GAM1.pIlB4 en Pichia pastoris. Gel al 10 % completo de la

monitorizacion del cultivo. La banda mayoritaria de casi 150 kDa corresponde a la proteina heteréloga. Se aprecian

leves bandas correspondientes a proteinas de la levedura.
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Figura S4. Cromatograma del analisis HPLC-PDA de la transglicosilacién de piceido. Reaccién de 300 g L™
de maltosa y 20 mM de piceido con 50 U mL"' de GAM1 a las 46 horas. Picos: 1. Dicglucésido de piceido, 2.

Monoglucésido de piceido, 3. Resveratrol glucosilado y 4. Piceido.
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Figura S5. Analisis por MS-ESI del producto mayoritario de la transglicosilacion de xilosa. Analisis del azucar

mayoritario purificado con columna semipreparativa mediante HPLC.
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Figura S6 Analisis por MS-ESI del producto mayoritario de la transglicosilacién de sacarosa. El azucar

mayoritario producido fue purificado con una columna semipreparativa mediante HPLC.
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Figura S7 Analisis por MS-ESI del producto diglucosilado de la transglicosilacion de piceido. Producto

purificado por columna semipreparativa mediante HPLC del diglucdsido de piceido.
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Figura S8 Analisis por MS-ESI del producto monoglucosilado de la transglicosilacién de piceido. Producto

purificado por columna semipreparativa mediante HPLC del pico 2 del cromatograma de la Figura S4.
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Figura S9 Analisis por MS-ESI del producto de la transglicosilacion de resveratrol. Producto purificado por

columna semipreparativa mediante HPLC del pico 3 del cromatograma de la Figura S4.
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Figura S10 Espectro ROESY y HSQC del monoglucésido y diglicosido de piceido. Espectros del

monoglucosido A y diglucésido B, de piceido. Los espectros ROESY indican que el enlace es a1-6 glicosidico y

los HSQC indican que los grupos metilenos aparecen a desplazamientos quimicos de '3C de 65 ppm, como

corresponde a grupos CH2-O- glicosilados.
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Figura S11 Estructura de los productos de reaccion de transglicosilacion. Glc: glucosa, (c) y (t): configuracién
cis y trans.
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Figura S12 Espectro HSQC del producto glucosilado de resveratrol y su estructura. Se identifican las sefiales

de 2 residuos de glucosa unidos al glucésido por medio de enlace a1-4.
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Figura S13. Seguimiento del cultivo realizado en fermentador fed-batch de P. pastoris transformada con

GAM1-pIB2. Fermentador alimentado con maltosa como sustrato a una concentracion de 40 % (p/v). Oz y CO2

GAS son las presiones parciales de estos gases.
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Figura S14. Arbol filogenético de GAM1. El arbol se generé mediante la herramienta

ESPript 2.0 del modelo de GAM1 frente a modelos de la base de datos PDB (indicados en el
arbol).

Tabla S3. Residuos alternativos analizados con Evolutionary Trace.

Residuos | Residuos alternativos ET
F673 LYS
W470 SL
W435 K
W479 FMVTY
D230 GEANK
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Figura S15. Arbol filogenético de GAM1 generado mediante la herramienta ET server.
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(2021). The B-Fructofuranosidase from Rhodotorula dairenensis: Molecular Cloning,
Heterologous Expression, and Evaluation of Its Transferase Activity. Catalysts, 11(4), 476.
Open Access (07/04/2021); https://doi.org/10.3390/catal11040476

Cervantes, F. V., Neifar, S., Merdzo, Z., Viha-Gonzalez, J., Fernandez-Arrojo, L., Ballesteros,
A.O., ... & Plou, F. J. (2020). A Three-Step Process for the Bioconversion of Whey Permeate
into a Glucose D-Free Tagatose Syrup. Catalysts, 10(6), 647. Open Access;
https://doi.org/10.3390/catal10060647

Ramirez-Escudero, M., Gimeno-Pérez, M., Gonzalez, B., Linde, D., Merdzo, Z., Fernandez-
Lobato, M*., & Sanz-Aparicio, J*. (2016). Structural analysis of B-fructofuranosidase from
Xanthophyllomyces dendrorhous reveals unique features and the crucial role of N-
glycosylation in oligomerization and activity. Journal of Biological Chemistry, 291(13), 6843-
6857. * Both corresponding authors. https://doi/10.1074/jbc.M115.708495
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