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Resumen

Una de las aplicaciones mas comunes de la Biotecnologia es la produccion y utilizacion
de enzimas. Entre éstas se encuentran las lipasas, una enzima con numerosas
aplicaciones en biocatdlisis debido tanto a la explotacion de su reacciéon natural,
hidrolisis de enlaces éster, como su utilizacién en reacciones de transesterificacion y
sintesis organica. Por este motivo, las lipasas son unas enzimas muy utilizadas en un
gran numero de aplicaciones de muy diverso indole industrial.

Actualmente, la mayoria de las lipasas comerciales se obtienen via fermentativa a partir
de una amplia variedad de microorganismos entre los que destaca la levadura Candida
rugosa.

Existen lipasas comerciales de este microorganismo pero tienen el inconveniente de ser
una mezcla de isoenzimas. Se han identificado hasta 7 genes potencialmente
codificadores de isoenzimas en Candida rugosa, identificandose como minimo tres
isoenzimas diferentes y en diferentes proporciones en preparados comerciales, las
denominadas Lipl, Lip2 y Lip3. Esta heterogeneidad en los preparados comerciales
comporta que en reacciones de sintesis quimica para la resoluciéon de mezclas racémicas
se obtengan variaciones importantes de enantioselectividad dependiendo del lote de
origen de la enzima.

Por consiguiente, es obvio que la manera de solucionar este problema es trabajar con un
preparado de la isoenzima pura. Debido a la gran homologia existente entre las
diferentes isoenzimas, los procesos de purificacion para obtenerlas puras conllevan unos
rendimientos muy bajos, inferiores al 10%, lo que hace el proceso inviable desde el
punto de vista de su aplicacion industrial.

La alternativa consiste en producir la isoenzima pura expresada heterdlogamente en
otro microorganismo. No obstante, esta via topa también con la peculiaridad de que
Candida no posee un codigo genético universal para el amino acido serina, con lo que al
expresar la lipasa por las técnicas clasicas de ADN recombinante en microorganismos
huéspedes, se obtiene la isoenzima no activa debido al cambio de aminoacidos serina en
su secuencia. La solucion pasa por la substitucion de éstos aminoacidos concretos
mediante mutagénesis dirigida o la construccion del gen sintético completo, adaptado al
mismo tiempo el uso de codones de todo el gen al nuevo huésped.

En el grupo de Ingenieria de Bioprocesos y Biocatalisis Aplicada del Departamento de
Ingenieria Quimica de la UAB se lleva afos trabajando en la produccion y aplicacion en
Biocatalisis de lipasas nativas de Candida rugosa. Mas recientemente se ha comenzado

a estudiar las prestaciones de la levadura metilotrofica Pichia pastoris como sistema de
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expresion de productos heterologos. Por consiguiente, el grupo de investigacion donde
se ha realizado la presente tesis doctoral estaba en disposicion de estudiar la produccion
heter6loga de una isoenzima de C. rugosa en el microorganismo huésped Pichia
pastoris. En concreto se planted la produccion heterdloga de Lip2 puesto que es una
1soenzima practicamente inexistente en los preparados comerciales,

Para ello, con objeto de obtener el gen sintético, se disend y optimizd la secuencia
nucleotidica de rLip2 para su optima expresion en Pichia pastoris, su insercion en el
vector de expresion pPICZa bajo el control transcripcional del promotor de la alcohol
oxidasa (AOXI1), su transformacion en Pichia y la seleccion de clones productores de
rLip2 activa hasta niveles de produccion en Erlenmeyers.

Una vez comprobada la obtencion de clones productores de rLip2 funcional, el siguiente
paso fue caracterizar su produccion en bioreactor. Primeramente se determind el pH
optimo mediante estrategias de operacion en discontinuo como paso previo a la
optimizacion del bioprocesos trabajando en una estrategia de operacion en discontinuo
alimentado (fed-batch) en cultivos de elevadas densidades celulares.

Para conseguir un bioproceso lo mas reproducible posible se utilizé todo el equipo de
monitorizacion y control de bioprocesos desarrollado en otras tesis doctorales dentro del
mismo grupo.

Los primeros resultados fueron decepcionantes ya que, a diferencia de la operacion en
discontinuo, al trabajar con fermentaciones en discontinuo alimentado no se detecto
presencia de actividad lipasica. Los geles de electroforesis revelaron la presencia de
proteinas de mayor peso molecular del correspondiente a rLip2, pesos moleculares
multiplos de la misma. Anadlisis por Western revelaron que se trataba de agregados de
rLip2, sugiriendo que las formas agregadas del enzima producido no tenian actividad
lipasica.

Una posible hipotesis que se planted para justificar la formacién de los agregados de
rLip2 fue la elevada salinidad del medio de cultivo (alta fuerza idnica). Con el objetivo
de recuperar la actividad enzimatica, se disefid un proceso de purificacion consistente en
la disminucion de la fuerza ionica del medio mediante ultra y diafiltracion. Aplicando
este proceso, se consiguio detectar el mondmero de rLip2 y asociado a ello la presencia
de actividad lipasica. Comparandose con los valores de actividad obtenidos en la
produccion con el microorganismo natural, la produccion del producto heterdlogo fue
10 veces superior, con el inconveniente de no poder detectar y cuantificar el producto

hasta el final del proceso de diafiltracion.
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A continuacion se realizd una caracterizacion bioquimica preliminar y una
caracterizacion funcional determindndose el Optimo de temperatura y pH, su
especificidad frente a p-nitrofenoles y triglicéridos y su comparacion con la Lip2 nativa,
con lipasas comerciales que tienen una mezcla de isoenzimas y otras isoenzimas
recombinantes de Candida.

Interesante desde el punto de vista de su aplicacion industrial fue el estudio de
estabilidad de la rLip2 frente a pH y temperatura, para lo que se realiz6é un disefio de
experimentos. El estudio demostrd que la enzima recombinante en solucion era mucho
menos estable que la nativa. No obstante, al inmovilizar la rLip2 se consigui6 obtener
una isoenzima mucho mas estable con el valor afiadido de poder ser reutilizada.
Finalmente se realiz6 un estudio preliminar de aplicacion biocatélitica de esta isoenzima
recombinante en reacciones de sintesis enantioméricas para la resolucion de mezclas
racemicas de compuestos de interés farmacéutico. Si bien para la resolucion racémica
del trans-2-fenil-1-ciclohexanol, un intermediario quiral de la industria farmacéutica la
rLip2 no fue tan efectiva como la isoenzima nativa, para la resolucion del ibuprofeno,
un antiinflamatorio no esteroidal, se obtuvieron mejores resultados en términos de

conversion, exceso y factor enantiomérico que con la nativa.
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2.1.-Las enzimas, biocatalizadores

Las enzimas son sustancias de naturaleza proteica que catalizan reacciones quimicas
siempre que sea termodindmicamente posible, por lo cual se les denomina
biocatalizadores. Casi todos los procesos quimicos celulares utilizan enzimas o
biocatalizadores. Como todos los catalizadores, las enzimas funcionan disminuyendo la
energia de activacion para una reaccion, acelerandose substancialmente la velocidad de
la reaccion. Las enzimas difieren de otros catalizadores por ser mas especificas, siendo
su actividad afectada por agentes ambientales como la temperatura, el pH, la presion y/o
agentes operacionales como la aireacion. Por otro lado, la presencia de inhibidores que
disminuyen la actividad enzimatica, obliga a trabajar habitualmente a concentraciones
de substratos y productos bajos, lo que muchas veces provoca un encarecimiento de la
etapa de purificacion del producto de interés. Esto, asociado a su elevado coste y su
poca estabilidad en medios y condiciones alejadas de las fisiolégicamente habituales,

lleva a continuos estudios para la optimizacion de procesos biocataliticos.

En los ultimos afios, la utilizacion de biocatalizadores ha aumentado considerablemente
al presentar importantes ventajas respecto a los procesos quimicos convencionales. Son
selectivas y especificas, presentan condiciones de trabajo de facil manejo (temperatura y
presion, ambiental o cercana a ellas en la mayoria de los casos, pH de facil regulacion),
evitan la formacion de productos secundarios tipicos de procesos quimicos,
consiguiendo la reduccion de pasos de purificacion del producto deseado y la
recuperacion del biocatalizador, y generan menos residuos, por ejemplo, no suelen
necesitar cantidades importantes de solventes orgéanicos. Por todos estos motivos,

actualmente, las enzimas son usadas comercialmente en un sinfin de aplicaciones.

2.2.- Lipidos

Los lipidos son un grupo de moléculas heterogéneas, solubles en disolventes apolares y
ligeramente polares, como hexano, benceno, cloroformo, éter o metanol, e insolubles o
parcialmente solubles en agua. Por esta propiedad, son las unicas sustancias bioldgicas
que se clasifican en funcion de su solubilidad y no de sus caracteristicas estructurales

como el resto de las moléculas bioldgicas (proteinas, azlicares, acidos nucleicos). De
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acuerdo a la clasificacion de Small (1968), se distinguen dos grupos de lipidos en
funcién de su comportamiento en un medio acuoso: lipidos apolares y polares.

Los lipidos apolares (hidrocarburos), son totalmente insolubles en agua y no forman
monocapas. No existen compuestos de este tipo que sean sustratos de las lipasas. Por

su parte los lipidos polares se subdividen en tres clases: clase I, clase II y clase III.

» Clase I, Incluye a aquellos lipidos que no se hinchan en contacto con el agua y
forman monocapas estables, como por ejemplo los diacil- y triacilgliceroles de
cadena larga, las vitaminas A, K y E y numerosos esteroles.

» Clase II, incluye a lipidos como los fosfolipidos, monoacilgliceroles y acidos grasos
que se extienden sobre la superficie del agua formando monocapas. No obstante, si
se hidratan se hinchan y forman fases liotrépicas bien definidas (cristales liquidos)
tales como los liposomas.

» Clase III, esta conformada por fosfolipidos, triacilgliceroles de cadena corta, sales
biliares y ésteres carboxilicos del p-nitrofenol, son parcialmente solubles en agua,
formando monocapas inestables y, por encima de su concentracion micelar critica

(CMC), micelas.

Muchos estudios cinéticos enzimaticos en los que intervienen lipasas se realizan con
ésteres sintéticos de cadena corta y media (ésteres carboxilicos del p-nitrofenol,
triacetina, tripropionina, tributirina). En medio acuoso, estos ésteres pueden encontrarse
como mondmeros y a medida que aumenta la concentracion del sustrato organizarse en
micelas, monocapas o emulsiones. Muchas lipasas pueden hidrolizar el sustrato en
cualquiera de los estados, lo que da idea de la complejidad de estos sistemas y la
dificultad para realizar andlisis cinéticos. Generalmente para caracterizar las lipasas se
utilizan triglicéridos y p-nitrofenoles, cuya velocidad de hidrolisis permitird cuantificar
la actividad lipasica y esterasica respectivamente de la enzima en estudio.

Asi como los triglicéridos son acilgliceroles, un tipo de lipidos formados por una
molécula de glicerol, que tiene esterificados sus tres grupos hidroxilo por tres acidos
grasos saturados o insaturados. Los p-nitrofenoles, son compuestos nitrofendlicos con

un 4cido graso en la posicion para con union éster entre el acido graso y el nitrofenol.
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2.3- Lipasas: caracteristicas generales.

Como se ha mencionado una de las aplicaciones mas comunes de la biotecnologia es la
produccion y utilizacién de enzimas. Entre estas enzimas se encuentran las lipasas
(triacilglicerol éster hidrolasas EC. 3.1.1.3), que pertenecen a un grupo de enzimas
hidroliticas cuya funcidn biologica es catalizar la hidrdlisis de triglicéridos para obtener
como productos finales acidos grasos libres y glicerol o sus productos intermedios como

mono y diglicéridos (Fig. 2.1).

O OH
I | ‘ O—R H—C—0O—H
Aﬁ lipasa
O—C—0——FR T3HO «——— HC~OC H +3RCOOH
H—(l—O—R H—C—0H
|C‘) OH
Triglicérido Glicerol ac. graso

Fig. 2.1.- Esquema de accion de las lipasas hidrolizando un triglicérido, en donde
R son acidos grasos saturados o insaturados.

En la naturaleza, las lipasas actian en la interfase organica-acuosa, y su modelo cinético
normalmente no se ajusta a cinéticas del tipo Michaelis-Menten siendo generalmente
mucho mas complejo (Verger et al., 1990). De hecho, la caracteristica diferencial de las
lipasas con respecto a otras enzimas que también pueden hidrolizar ésteres como las
esterasas es la necesidad de una interfase organico-acuosa para dicha funcion catalitica.

Los substratos propios de las lipasas son €steres insolubles, necesitando la lipasa de una
interfase orgénica-acuosa para su activacion. Esta activacion normalmente se produce
mediante un fendmeno de adsorcidn inicial sobre la fase orgénica-acuosa, al que sigue
la reaccion propiamente dicha sobre la interfase, con la formacion de complejo enzima-
substrato y posterior liberacion de los productos a la fase acuosa con la posterior

regeneracion de la enzima (Jaeger et al., 1994).

En el caso de la activacion esterdsica la situacion es completamente diferente puesto que

las esterasas catalizan hidrdlisis de ésteres solubles, trabajando sin interfase y pudiendo
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describirse su cinética mediante modelos de Michaelis-Menten. En este punto, es
necesario sefialar que la mayoria de lipasas son también esterasas, sin embargo, no
ocurre lo mismo con las esterasas, que no suelen catalizar reacciones con substratos

insolubles, precisamente por la necesidad de trabajar en la interfase.

Debido a la baja solubilidad de sus sustratos, las lipasas han de ser capaces de
interaccionar con la interfase de sus sustratos agregados. Asi, la mayoria se caracterizan
por ser activas por interfase; en otras palabras, una vez que se adsorben a una interfase
desarrollan una actividad muy superior a la que muestran en la fase acuosa, fenémeno

que se conoce como activacion interfacial tal como se observa en la figura 2.2.
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Fig. 2.2.- Esquema de actividad de las enzimas esterasas y lipasas

Este fenomeno de activacion interfacial de las lipasas, fue observado por Holwerda et
al., 1936 y por Sch@nheyder et al., 1945, en ambos casos trabajando con la lipasa
pancreatica porcina. Sarda y Desnuelle (1958) purificaron esta lipasa y estudiaron con
detalle el fendmeno, observando que la actividad de la lipasa sobre triacetina aumentaba
notablemente una vez que se superaba su limite de solubilidad. Se plantearon dos
hipotesis, conocidas con el nombre de modelo de la enzima y modelo del sustrato.

El modelo de la enzima fue propuesto por Desnuelle et al., 1960, suponiendo que la
activacion interfacial podria responder a un cambio conformacional sufrido por las
lipasa. Esta reaccion no se puede describir mediante una reaccion Michaelis-Menten, ya

que el proceso de hidrolisis tiene diversas etapas (Verger et al., 1990).
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Por lo que respecta al modelo sustrato, la activacion se explicaria por la modificacion
del sustrato lipidico en la interfase: aumento de la concentracion local del sustrato en la
vecindad del centro activo, mejor orientacion y conformacion de los lipidos
empaquetados en la interfase con respecto a la geometria del centro activo de la enzima
o0 a la disminucion del grado de hidratacion del sustrato (Muderhwa et al., 1992, Smaby

etal., 1994).

Desde principios de la década de los 90 las lipasas han levantado grandes expectativas
en otras aplicaciones como son la resoluciéon de mezclas racémicas de compuestos
quirales de interés para la industria farmacéutica (Skupin et al., 1997), mediante
reacciones de inter y transesterificacion (Jaeger et al., 1994), y de sintesis de productos
enantioméricos puros (Gil et al., 1997; Lee et al., 2008), asi como en la sintesis de
compuestos de interés en la industria de perfumeria y fragancias (Dandavate et al.,

2008) entre otros.

Por lo que respecta a la especificidad de las lipasas estd directamente relacionada con el
microorganismo productor de las mismas. De acuerdo con esto, existen lipasas no
especificas, es decir, aquéllas que hidrolizan el triglicérido en cualquiera de sus
posiciones, obteniéndose como productos intermedios (1,2) (2,3) (1,3) diglicéridos y
monoglicéridos. A este grupo pertenece la lipasa de Candida rugosa y la de Candida
curvata (Rose y Harrison, 1989). Por lo que se refiere a lipasas especificas dicha

especificidad puede ser de dos tipos:

1) Posicional: cuando se hidrolizan preferentemente ciertas posiciones del
triglicérido, normalmente las posiciones 1 y 3 que son las mas accesibles.
Pertenecen a este tipo de lipasas las producidas por Yarrowia lipolytica,
Candida deformans, Aspergillus niger, Rhizopus arrhizus, Rhizopus japonicus y
Rhizopus delemar (Macrae, 1983; Macraec y Hammond, 1985; Rose y Harrison,
1989).

2) De acido graso: cuando se cataliza la hidrdlisis de un determinado tipo de acido
graso particular de un triglicérido. Ejemplos de este tipo son las lipasas de
Penicilium cyclipium, Aspergillus niger, Rhizopus delemar y Geotrichum

candidum (Borgstrom y Brockman, 1984; Sidebottom et al., 1991).
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2.4.-Reacciones catalizadas por lipasas de interés biotecnoldgico.

El interés de las lipasas es consecuencia de su accioén especifica sobre unos enlaces
quimicos determinados. Su reaccion natural es la hidrdlisis del enlace éster. Esto
permite una amplia serie de aplicaciones como la resolucidon de compuestos quirales y la
obtencion, con un alto rendimiento, de acidos grasos de elevada pureza a partir de
aceites y grasas. Ademds, las lipasas también catalizan otras reacciones no
necesariamente lipoliticas, lo que hace que estas enzimas tenga una amplia utilizacién
en reacciones muy diversas.

Otras aplicaciones muy interesantes vienen dadas por la capacidad de estas enzimas de
catalizar la reaccion inversa lo que permite la sintesis de ésteres, la transesterificacion y
la interesterificacion (Jaeger et al., 1994). En estos ultimos casos citados la
concentracion del agua en el medio sera un parametro clave para desplazar el equilibrio
hacia la sintesis de los productos de interés, siendo muy comunes los sistemas de
eliminacion continua del agua formada durante la reaccion (Kwon et al.,1995).

La transesterificacion se define como una reaccion de sintesis en la cual el acil donador
es un éster, y se distinguen dos tipos de transesterificaciones, glicerolisis y alcohdlisis,
segun sea el glicerol o un alcohol el acil receptor. En las figura 2.3 y 2.4 se puede

observar el mecanismo de la transesterificacion.

O O
|| Lipasa |
RICOR, + ROH ¢ > Ry COR, + R,0H
Fig. 2.3.- Esquema de transesterificacion del tipo alcohdlisis
O
Q ——OH | ——OCR,
| | Lipasa
R;COR; + ——OH —)E — OH + R,OH
L OH L OH

Fig. 2.4.- Esquema de transesterificacion del tipo glicerdlisis.
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Por otro lado, la interesterificacion es un proceso util para cambiar la composicion de

acidos grasos en un enlace éster, en el cual el grupo acil se intercambia entre un éster y

un acido graso (acidolisis) o entre dos ésteres como se presenta en la figura 2.5.

O O
Uj L1pasa é U;
R;COH % R;COH + R;COR,
O
RluORz + ACidéliSiS
O

U; Lipasa u U:
R3 OR4 «— R1 OR4 + R3 OR2

Fig. 2.5.- Esquema de interesterificacion.

2.5.- Aplicaciones biotecnoldgicas de las lipasas.

El interés biotecnoldgico por las lipasas se debe a su especificidad por enlaces quimicos

determinados, y su alta selectividad y/o estereoselectividad (Lopez, 2001)

Las aplicaciones biotecnologicas cldsicas con interés industrial de las lipasas estan

intimamente ligadas a los distintos tipos de reacciones que son capaces de llevar a cabo,

asi pues, se tienen distintas posibilidades (Sanchez, 1998; Cos, 2005):

a) Reacciones de hidrolisis

Hidrolisis de aceites vegetales en la industria oleoquimica.

Produccién de aromas y sabores para la industria alimentaria.

Inclusion en detergentes para la eliminacion de manchas de grasas.
Finalidades analiticas para la determinacion de la estructura de triglicéridos.

Resolucion de mezclas quirales.

b) Reacciones de sintesis:

Sintesis de triglicéridos.

Sintesis de precursores de péptidos.

Produccion de esteroides para la industria farmacéutica.

Resolucion de mezclas racémicas de alcoholes en la industria farmacéutica.

Sintesis de alcoholes terpénicos como saborizantes.
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= Sintesis de ésteres glucidicos para la industria cosmética.

¢) Reacciones de interesterificacion:

» Variacion de la composicion de acidos grasos en mezclas de triglicéridos.
= Eliminacidon de acidos grasos responsables de causar la inestabilidad en el

sabor de ciertos aceites y mantequillas.

d) Reacciones de transesterificacion:

= Preparacion de compuestos enantioméricamente puros.

= Transesterificaciones enantioselectivas dobles.

Actualmente, el estudio de las lipasas se encamina a una serie de aplicaciones de

quimica fina de interés fundamentalmente farmacéutico, basicamente en el campo de la

resolucion de compuestos quirales, ya que, en las normativas de legislacion se tiende a

exigir productos opticamente puros en lugar de mezclas racémicas, esto esta provocando

un gran esfuerzo de investigacion en el campo de las lipasas como biocatalizadores

enantioméricamente activos. Algunos de los trabajos en los que se estd haciendo

hincapi¢ son (Sanchez, 1998; Cos, 2005):

16

Preparacion de cicloalcanoles enantioméricamente puros como intermediarios
de reacciones de interés farmacologico.

Sintesis enantioselectiva de a-amino-B-hidroxi acidos como productos para
elucidar estructuras tridimensionales de proteinas y péptidos.

Preparacion de andlogos de hormonas enantioméricamente puros.

Preparacion de enantioméros puros del &cido 2-aril-propidénico, como
ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno entre otros, de utilidad farmacoldgica
como antiinflamatorios.

Sintesis altamente diestereoselectiva de -Lactonas como intermediarios para
la produccién de compuestos quirales.

Produccion de agentes antipsicoticos como derivados de butirofenonas
enantioméricamente puros.

Sintesis de piranonas Opticamente puras, utiles en ciertas reacciones quirales
como adiciones ciclicas.

Resolucion cinética de alcoholes secundarios.
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=  Preparacion de quinonas diterpenoides utiles en el tratamiento de artritis.

*  Produccion de biosurfactantes como acido araquidénico de aplicacion en la
industria de alimentacion, cosmética y farmacéutica.

»  Preparacion de etanolaminas Opticamente activas de interés fisiologico en

medicina.

Uno de los principales productores mundiales de lipasas es la empresa Novo Nordisk,
que presenta numerosas lineas de productos que se diferencias segun la aplicacion final
y por ende en la especificidad de la enzima.

Dado todo lo anterior no solo existe la necesidad de producir lipasas bien caracterizadas
en base a su bioquimica y sistemas de almacenamientos adecuados, sino también su
purificacion e inmovilizacion para poder ponerlas en contacto con los sustratos de

interés para las diferentes reacciones.

2.6.- Inmovilizacion de un biocatalizador.

La inmovilizaciéon de un biocatalizador, consiste en su localizacion en una region
definida de espacio, manteniendo al mismo tiempo una actividad catalitica deseada. La
inmovilizacién de biocatalizadores presenta una serie de ventajas, tales como su
reutilizacién o la utilizacion en procesos en continuo. Esto permite mejoras en la
separacion entre el producto y el biocatalizador, ademas de la posibilidad de aumentar
significativamente la concentracion de biocatalizador, con respecto a un proceso en que
se encuentre en suspension, el aumento de la estabilidad de los biocatalizadores y su
resistencia a la desnaturalizacion y proteolisis. Estas ventajas suelen generar un aumento
de la productividad, lo que suele desembocar en un sistema econdmicamente mas
rentable. A pesar de las ventajas sefialadas, encontramos desventajas tales como que se
anade una etapa en la preparacién de la enzima, que puede afectar negativamente la
actividad catalitica, dado que los fendmenos de difusion pueden limitar la velocidad de
reaccion.

En sintesis, la necesidad de inmovilizar una enzima vendra condicionada por el sistema
de reaccidon que se requiera emplear.

Los principales métodos de inmovilizacion de biocatalizadores se pueden resumir en

cinco grupos (Godia et al., 1998) (Fig. 2.6):
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v

Adsorcion: la inmovilizacion se produce por interaccion de tipo ionico o fuerzas de
atraccion débiles, sobre la superficie del soporte.

Enlace covalente: la inmovilizacion también se realiza sobre la superficie de un
soporte, pero la interaccion entre el biocatalizador y el soporte es mediante enlace
covalente.

Enlaces cruzados y autoinmovilizacion: en este grupo no existe soporte propiamente
como tal. Las particulas del biocatalizador inmovilizado se logran mediante
interaccion directa, por enlace covalente.

Atrapamiento: formacion de una estructura tridimensional, en presencia del
biocatalizador, que queda atrapado de forma uniforme en su interior.

Sistemas con membranas (microencapsulacion, membranas preformadas). En
ambos casos el biocatalizador se inmoviliza en el interior de un espacio limitado por
una membrana. En el primer caso las microcapsulas se producen en presencia del
biocatalizador, que queda incorporado en su interior. En el segundo caso, el
biocatalizador se introduce en el interior de un sistema con membranas previamente

formadas.

Enlace covalente Enlaces cruzados

T - Retencion por
membranas

Inclusion

Fig. 2.6.- Esquemas de los distintos métodos de inmovilizacion de biocatalizadores,

adapatado de (Godia et al., 1998.)
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La inmovilizacion por adsorcion fue el primer método que se desarrolld y seguramente
es el mas simple de todos. Consiste en poner en contacto una solucion acuosa de la
enzima con un adsorbente activo, y después de un tiempo, una vez efectuada la
adsorcion, lavar el soporte formado para eliminar cualquier cantidad de biocatalizador
que no se haya inmovilizado. Las interacciones que favorecen la adsorcion son de tipo
i6nico, y también otras formas de enlace débil, como puentes de hidrogeno o fuerzas de
van der Waals. La adsorcion de enzimas se ha estudiado sobre una gran variedad de
soportes de distinta naturaleza (tanto de caracter orgdnico como inorganico) y estructura
fisica, y en muchos casos con pre-tratamientos para favorecer la inmovilizacion.

De forma general se puede decir que la adsorcidon es un método de inmovilizacion muy
suave, y que por tanto no suele afectar la actividad de las enzimas. El problema mas
importante que presenta es su reversibilidad, dado que a menudo cambios en el pH,

fuerza i6nica o temperatura pueden provocar la desadsorcion del soporte.

2.7.- Factores fisicos y quimicos que afectan a la actividad enzimatica.

La actividad catalitica de las enzimas en medio organico depende en gran medida de
que en estos disolventes mantengan la estructura proteica, que viene condicionada por
multitud de puentes de hidrogeno que se forman entre la proteina y el medio que la
rodea. De hecho, las enzima presentan su actividad 6ptima para una conformacion
definida que vendra determina por un conjunto de interacciones de tipo puente de
hidrogeno, idnicas, covalentes e hidrofobicas (Lehninger, 2001), por lo cual el pH de
trabajo, temperatura, hidrofobicidad, etc, son de suma importancia. Para preservar esta
conformacién es necesaria la presencia de lo que se denomina una capa de hidratacion,
cuya pérdida supone normalmente un fuerte descenso en la actividad catalitica, esto es
apreciable en trabajos de liofilizacion con lo cual es importante la utilizacion de agentes
estabilizadores de la enzimas. Cuando los procesos de liofilizacion no presentan
resultados satisfactorios es importante buscar alternativas como la inmovilizacion de la
enzima. Las enzimas necesitan la mencionada capa de hidratacién para realizar su
actividad catalitica, sin embargo, la cantidad de agua necesaria para preservar la capa de
hidratacion dependera en cada caso y en este aspecto tendra suma importancia el
disolvente utilizado y sus caracteristicas.

Siendo las lipasas enzimas con un gran potencial biotecnologico, es importante conocer

la temperatura Optima funcional de las mismas. Se destaca que la temperatura puede
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ejerce un efecto desnaturalizante sobre las proteinas al sobrepasar su optimo funcional y
con ello una disminucion significativa de la actividad enzimaética.

Las estructuras proteicas han evolucionado para funcionar en entornos celulares
concretos. Condiciones diferentes a las de la célula pueden provocar diversos cambios
en la estructura de la proteina. La pérdida de la estructura tridimensional de una
proteina es suficiente para originar la pérdida de la funcidén, proceso denominado
desnaturalizacién. La mayoria de la proteinas se pueden desnaturalizar mediante calor,
el cual afecta de una manera compleja a las interacciones débiles de una proteina (los
enlaces puentes de hidrogenos principalmente). Si la temperatura aumenta lentamente,
la conformacion de la proteina generalmente permanece intacta hasta que tiene lugar
una pérdida brusca de estructura (y funcidon). Por otra parte, si trabajamos por debajo
del 6ptimo de temperatura nos encontramos con un efecto de rigidez de la enzima, no
pudiéndose adaptar de forma Optima al sustrato y por ende encontrando una menor
actividad enzimatica.

Otro factor de gran importancia en la actividad enzimatica aparte de la fuerza ionica y la
temperatura es el pH, el cual ejerce un efecto de ionizacion sobre las enzimas, y con ello
inactivacion enzimatica, que a diferencia de la desnaturalizacion térmica es un proceso
reversible, mediante cambios de tampdn que nos modifique el pH.

Las enzimas tienen un pH Optimo dado que algunas cadenas laterales de aminoéacidos
pueden actuar como acidos o bases débiles que desarrollan funciones criticas en el sitio
activo de la enzima, que dependen de su mantenimiento en un cierto estado de
ionizacion. Por otra parte las cadenas laterales ionizadas de la proteina pueden jugar

un papel esencial en las interacciones que mantienen la estructura de la proteina.

2.8.- Fuentes de lipasas.

Las primeras fuentes de lipasas fueron obtenidas a partir de las presentes en pancreas de
mamiferos, generalmente cerdos, aunque también se utiliza de pancreas humano o de
caballos. En la actualidad se obtienen via fermentativa a partir de una amplia variedad
de microorganismos: bacterias (Jacger et al., 1994), levaduras y hongos (Rapp y
Backhauss, 1992).

Las lipasas producidas por bacterias se obtienen principalmente de Choromobacterium

viscosum, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
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Pseudomonas  fragi, Bacillus thermocatenulatus, Staphylococcus hyicus,
Staphylococcus aerus, Staphylococcus epidermidis y Achromobacter.

Las lipasas provenientes de hongos y levaduras son de los géneros o especies
Aspergillus niger, Humicola lanuginosa, Mucor, Rhizopus oryzae, Rhizomucor meihei,
Yarrowia, Penicillium camembertii, Geotrichum candidum. Torulopsis y Candida.

De estos microorganismos, los mas utilizados comercialmente en la produccion
industrial de lipasas son: Pseudomonas, Geotrichum, Aspergillus, Mucor, Yarrowia,
Rhizopus y Candida (Crueger et al., 1993).

La produccion de lipasas a partir de cada uno de los microorganismos depende en gran
medida de factores ambientales, como temperatura o pH, composicion del medio de
fermentacion: fuentes de carbono, nitrogeno, concentracion de sales inorganicas, asi
como porcentaje de oxigeno disuelto, pudiendo estos factores alterar la reactividad de la
enzima y la relacion lipasa extracelular/intracelular.

Las condiciones habitualmente utilizadas son: temperatura alrededor de los 30° C, pH
en zona neutra y condiciones aerobias. Como fuente de carbono se suele utilizar una
fuente mixta compuesta por un glicido y un lipido, actuando este ultimo como inductor
para la produccion de lipasas. Como fuente de nitrégeno se suele utilizar urea o sales
inorganicas de amonio.

En la mayor parte de los casos, la produccion de lipasas debe ser inducida por la adicion
de aceites o grasas. Por otra parte, el glicerol, el producto de la accion de las lipasas
sobre los triglicéridos, inhibe el mecanismo de produccion de las lipasas; también
ocurre con otras fuentes de carbono como la glucosa, substrato que, al igual que el
glicerol, es utilizado como fuente de carbono para generar biomasa, pero que no induce
la formacion de lipasas en el microorganismo. En general, las lipasas microbianas son
enzimas extracelulares, aunque generalmente se encuentran unidas a la membrana
externa de las células por interacciones idnicas; este fendmeno provoca una inhibicion
de la produccion de lipasas. No obstante, en presencia de cationes como el magnesio,
las lipasas adsorbidas a la pared celular de los microorganismos pueden ser liberadas al
medio extracelular, incrementando asi los niveles de enzima obtenidos en el medio de
cultivo (Crueger et al., 1993).

En el Departament d’Enginyeria Quimica de la Universitat Autonoma de Bacelona se
han estudiado los diversos factores que afectan a la fermentacion de Candida rugosa
para la produccion de lipasas. Se estudiaron fuentes de carbono mixtas (Valero et al.,

1991) destacando un crecimiento Optimo en aceite de oliva y constatdndose el efecto
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inhibitorio del glicerol sobre la produccion de lipasas. Ademas, se estudi6 el efecto de
introducir los componentes del aceite de oliva, glicerol y acido oleico, por separado
observandose que se producia un crecimiento diauxico en el cual primero se consumia
el glicerol y después el acido oleico no observandose produccion de lipasa hasta el
consumo de este segundo substrato que acttia como inductor (Del Rio et al., 1990;
Obradors et al., 1993).

Por consiguiente, para la produccion de lipasas por C. rugosa es necesario el uso de
lipidos o substratos relacionados (triglicéridos, acidos grasos, detergentes, etc.) que
actiien como substrato inductor. Cultivos en discontinuo han demostrado que el acido
oleico es el mejor inductor acido graso probado en C. rugosa (Obradors et al., 1993),
incluso mejor que el aceite de oliva (Del Rio et al., 1990). Se destaca que la presencia
de interfases en el medio de cultivo en el proceso de fermentacion puede ser un factor
importante en el mecanismo de induccion (Dalmau et al., 1998). De las diferentes
estrategias operacionales implementadas: (Gordillo et al., 1995), continuo (Montesinos
et al.,, 1996), y discontinuo alimentado con velocidad de alimentacion constante o
velocidad de crecimiento constante (Gordillo et al., 1998), se concluyé que la mayor
produccion de lipasas se alcanzo siguiendo una estrategia de fermentacion en
discontinuo alimentado con una velocidad especifica de crecimiento constante. La
produccion bajo esta estrategia fue 10 veces mayor que la produccién en el mejor
cultivo en discontinuo descrito (Sanchez et al., 1999). Asi mismo se implementé un
sistema de monitorizacién y control y un modelo matematico del bioproceso que
permitio la reproducibilidad tanto del bioproceso como de calidad de la lipasa
producida. Con la anterior informacion se implemento el escalado de la produccion a
nivel de planta piloto en un fermentador de 50 L, siguiendo la estrategia de
fermentacion discontinua alimentada. En comparacion con la lipasa de Candida rugosa
comercial de Sigma la lipasa producida en la UAB presentd una actividad lipasica
especifica 75 veces superior a la comercial, con un contenido en polisacéaridos 8 veces

superior y un perfil de isoenzimas diferente (Sanchez et al., 1999)

2.9.- Lipasas de Candida rugosa.

La levadura no esporogénica, pseudofilamentosa, hemiascomiceto, unicelular y no
patégena Candida rugosa (Fig. 2.7), esta considerada como uno de los
microorganismos que poseen mayor capacidad productora de lipasas (Ferrer et al.,

2001). En 1962 fue aislada por Yamada y colaboradores desde suelos naturales,
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después Tomizuka et al., 1966 aislaron y purificaron por primera vez lipasa extracelular
producida por C. rugosa, describiendo esta lipasa, como una glicoproteina de 60 kDa

con un 4,2% de azucares neutros principalmente manosa, siendo una proteina rica en

aminoacidos hidrofobicos, particularmente en leucina e isoleucina.

Después de 20 afios del primer estudio, en 1990 se publico el primer articulo centrado
en el analisis molecular de esta lipasa (Ferrer et al., 2001). A partir de este estudio,
aumenta significativamente el nimero de grupos de investigacion que publicaron
articulos sobre purificacién y caracterizacion de la lipasa de C. rugosa partiendo,
practicamente todos, de extractos comerciales crudos (Pernas, 2003). Estos trabajos
generaron cierta controversia debido a la disparidad de las conclusiones a las que
llegaban, particularmente en cuanto al nimero de isoformas presentes en los extractos
comerciales (2-3), sus pesos moleculares (58-360 kDa), posteriormente estos elevados
pesos moleculares demostrarian la capacidad de agregacion de las lipasas, puntos
isoeléctricos (pl) entre 4-5 o el grado de glicosilacion (Veeraragaban y Gibbs, 1989,
Shaw et al., 1989, Wu et al., 1990; Brahimi-Horn et al., 1990; Allenmark y Ohlsson,
1992; Rua et al., 1993; Chang et al., 1994).

Estas divergencias propiciaron la hipotesis de que lo que se conocia como la lipasa de
C. rugosa (CRL) podia ser en realidad una mezcla de isoformas estrechamente
relacionadas entre si, pero con propiedades bioquimicas cataliticas ligeramente

diferentes (Pernas 2003).
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Trabajos publicados por el grupo de Marina Lotti y colaboradores entre los afios 1992 y
1996 demostraron la existencia en el genoma de C. rugosa de una familia de al menos 5
genes funcionales (lip1-lip5), que codificarian correlativamente para 5 lipasas (Lipl-
Lip5). Cada isoenzima tendria una unica cadena polipeptidica con pesos moleculares
tedricos proximos a 60 kDa, pero diferentes pl y grados de glicosilacion (Lotti y
Alberghina, 1996). Otros estudios posteriores del mismo grupo afirman que existen al
menos siete genes codificadores de lipasas de C. rugosa (Brocca et al., 1995). No
obstante, se desconocia si todos estos genes eran efectivamente funcionales.

Rua et al., en 1993 describieron un método que permite, a partir de un preparado
comercial de lipasas de C. rugosa, aislar y purificar dos lipasas, que denominaron lipasa
A y lipasa B, con similar contenido en aminodcidos y peso molecular pero distintos
niveles de azucares neutros, puntos isoeléctricos, ademas de diferencias claves en la
estabilidad y reactividad quimica (Rua et al., 1992; Rua et al., 1993; Rua y Ballesteros,
1994). Ademas, la secuencia N-terminal de la denominada lipasa A coincidia con la
predicha para Lip3 mientras que la segunda, mas compleja, se resolvia todavia en una
mezcla de 4 isoformas con idéntica secuencia N-terminal, hasta el aminoacido nimero
11. Este estudio indicaba que al menos 2 de los isogenes lip de C. rugosa eran
funcionales. Las diferentes actividades asociadas a la denominada lipasa B resultan de
modificaciones post-transduccionales de Lipl cuyo origen es todavia poco claro
(Diczfalusy et al., 1997; Lopez et al., 2000). Posteriormente, se comprob6é que en
algunos preparados comerciales existe también Lip2 aunque en cantidades muy
minoritarias comparadas con Lipl o Lip3 (Diczfalusy et al., 1997). De estas dos
ultimas, Lip1 es mayoritaria (Rua et al., 1993, Brocca et al., 1998).

El grupo de Ingenieria de Bioprocesos del Departamento de Ingenieria Quimica de la
UAB obtuvo en sus fermentaciones de C. rugosa usando acido oleico como inductor
basicamente una mezcla al 50% de las isoenzimas Lip2 y Lip3, sin presencia de Lipl, la
isoenzima mayoritaria de los extractos comerciales, demostrandose que las condiciones
de operacion afectan a las isoenzimas producidas (Sanchez et al., 1999; Pernas et al.,

2000; Lopez et al., 2002)

2.10.- Estructura de los genes lip de C. rugosa.
Como describe Brocca et al., 1995 la familia de los genes que codifican para las lipasas
de C. rugosa la integran al menos 7 genes, denominados lipl-lip7, cinco de los cuales

han sido secuenciados y caracterizados completamente. Las secuencias de los 5 genes
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ya mencionados estan precedidas, en su extremo 5, por las secuencias consenso TATA
y CAAT, caracteristicas de los promotores de eucariotas indicando que se trata de una
familia de genes funcionales (Lotti et al., 1993; Lotti et al., 1994%). Esta familia parece
provenir de un gen ancestral de serina-proteasas y es probable que tal evolucion haya
continuado incluso dentro de algunos microorganismos. Esta teoria se ve reforzada por
el hecho de que todos los genes codificadores de lipasas de C. rugosa se encuentran
situados sobre un mismo fragmento del cromosoma I (Brocca et al., 1995).

Se pensaba que todos los organismos presentaban una misma decodificacion triplete de
bases-aminoacidos, es decir, que el cddigo genético era universal. Sin embargo, ahora se
sabe que no siempre es asi y se conocen codones que han cambiado su significado
durante el curso de la evolucion. La mayor parte de las excepciones estan limitadas a las
mitocondrias y especies como los protozoos ciliados que se separaron muy pronto en la
evolucion de los eucariotas y afectan normalmente a las sefales de terminacion de la
cadena polipeptidica. Se ha comprobado que algunas especies del género Candida (C.
parapsilosis, C. zeylanoides, C. albicans, C. rugosa, C. maltosa, C. tropicalis, etc.) leen
el triplete CUG como serina en vez de leucina, lo que significd, en su momento, el
primer ejemplo de un cambio en un codon de lectura de un aminoécido (Kawagushi et
al., 1989; Alberghina y Lotti, 1997).

Esta excepcion del codigo genético universal fue puesta de manifiesto por Kawaguchi y
colaboradores en C. rugosa, al observar una discrepancia entre la relacion de serinas-
leucinas en la secuencia de una lipasa obtenida empiricamente y la predicha inicialmente
por la secuencia de nucleotidos del gen (Kawaguchi et al., 1989; Kawaguchi y Honda,
1991). A pesar de ello, generalmente, el empleo del codon CUG para codificar leucina
es muy raro en distintas especies de Candida, como revela el hecho de que en 170
proteinas analizadas s6lo aproximadamente del 2-3% de las serinas existentes fuesen
codificadas por dicho codon (Pesole et al., 1995). La situacion es muy diferente, en el
caso de C. rugosa, en el sentido de que muestra una preferencia muy clara por el uso de
codon CUG. Asi, en los siete genes productores de lipasas de esta levadura, dicho codon
es el dominante, originando el 40% de los residuos serina y, en particular, las “serinas-
CUG?” estan estrictamente conservadas (Longhi et al., 1992). La pregunta mas intrigante
para la que todavia no se ha hallado respuesta es como ha podido surgir esta mutacion y
cémo ha podido conservarse en C. rugosa. Se ha postulado que algln tipo de presion
selectiva pudo haber favorecido el alto uso del nuevo triplete (Longhi et al., 1992;

Alberghina y Lotti, 1997).

25



Introduccién

Es interesante analizar el patron de distribucion de las serinas-CUG y de aquellas
codificadas por el coddén universal, ya que practicamente todas las serinas-CUG
conservadas se concentran en la region de la proteina directamente involucrada en la
interaccion con el sustrato (sitio activo, incluyendo la serina catalitica, y zona de
interaccion con la interfase) (Longhi et al., 1992). Ademas, dos de estas serinas-CUG se
conservan también en posiciones equivalentes en las dos isoenzimas de la lipasa de
Geotrichum candidum, ambas englobadas en una misma familia de proteinas, e incluso
una se conserva en otras proteinas hidroliticas mas distantes pero también pertenecientes
a la misma familia (acetilcolinesterasas) (Alberghina y Lotti, 1997).

Estos analisis parecen indicar que los residuos serina importantes para la funcion
catalitica o estructural estan codificadas por codones CUG. Sin considerar la
importancia filogenéticas, la alta prevalencia del codon CUG en C. rugosa ha significado
un serio inconveniente a la hora de expresar estos genes en organismos hospedadores.
En este sentido, cabe mencionar que alguno genes C. albicans o C. maltosa (que también
utilizan el codon anormal, aunque con una frecuencia muy inferior a C. rugosa) han
podido ser expresados de forma correcta en sistemas de expresion convencionales tales
como S. cerevisiae (Fu et al., 1997, Mileto et al., 1998). En ¢l caso de C. rugosa el
problema no es unicamente por la alta frecuencia de uso del codon CUG para serina, sino
también por la posicion de estas serinas en la secuencia, como se ha mencionado,
afectando incluso al sitio activo y produciéndose en microorganismos hospedadores una

lipasa heter6loga no activa desde el punto de vista catalitico.

2.10.1.- Secuencia del gen lip2 y estructura tridimensional de Lip2.

La secuencia nucleotidica de lip2 (Fig. 2.8) se encuentra disponible en la base de datos
de GenBank (http://www.ncbi.nih.gov/Genbank/), siendo su nimero de acceso X64704.
La secuencia de aminoacidos deducida a partir de lip2 se encuentra disponible en la base
de datos de swissprot (http://www.expasy.ch) con el nimero de acceso P32946.

La estructura tridimensional y cristalizacion de Lip2 (Fig. 2.9) fue resuelta por

Manchefio et al., 2002.
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Fig. 2.8.- Secuencia de nucledtidos que conforman la proteina Lip 2 nativa. En azul
la secuencia que codifica para el péptido sefial y sus respectivos aminoacidos, en negrita
y subrayados las serinas, y de estas en rojo las que provienen de una secuencia no-
universal, en marrén el residuo de N-glicosilacion, en verde los residuos del sitio activo.
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Fig. 2.9.- Estructura de la proteina Lip2 (extraido de Pernas 2003). Los colores
rojo y verde que se indican en la estructura corresponden al sitio activo de la enzima
Lip2, sitio activo en forma de tinel, mostrando la enzima en este caso su conformacion
abierta al substrato.

2.10.2.- Analisis comparativo del producto de los genes lip de C. rugosa.

En la familia de lipasas de C. rugosa, se presenta una homologia de secuencia de
aminoacidos significativa, entre el 77% y el 88% para pares de isoenzimas. En la tabla
2.1 se compara el grado de similitud entre las secuencias aminoacidicas predichas a
partir de las secuencias de DNA de los 5 genes que Lotti y colaboradores han
caracterizado (Lotti et al., 1994%). Como se puede apreciar, lipl y lip3 son las
isoenzimas con mayor homologia (88%) mientras que en el extremo opuesto se

encuentran Lip2 y Lip5 (77%).
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Tabla 2.1. Homologia de las secuencias aminoacidicas en parejas de las diversas
isoenzimas lipasas de C. rugosa (ex. de Lotti et al., 1994b; Pernas., 2003).

Gen lipl lip2 Lip3 Lip4 lip5
lipl 100 - - - -
lip2 79 100 - - -
lip3 88 82 100 - -
lip4 81 83 84 100 -
lip5 81 77 86 78 100

Las proteinas maduras, lipasas de C. rugosa, una vez escindida la secuencia senal de 14-
15 residuos, estan constituidas por 534 aminoacidos (Lotti et al., 1994°). Cada una
puede ser diferenciada del resto de la familia comparando sus secuencias N-terminales
(Tabla 2.2). Asi, Lip3 se diferencia en el quinto aminoacido, lisina (K) en Lip3 y
treonina (T) en el resto de las isoenzimas. Si se extiende el analisis de la secuencia
hasta el aminodcido 19 es posible diferenciar Lip2, en el aminoéacido 30 Lip4, Lip5 en el
aminoacido 45 y Lipl en el 49, y es necesario llegar al aminoacido 45 y 49 para
diferenciar Lip5 y Lip1, respectivamente (Tabla 2.2).

Es importante sefialar que esta familia de lipasas presenta 1 o 3 sitios de N-
glicosilacion, de los cuales uno (Asn 351) aparece conservado en todos los miembros de
la familia, el cual estd muy proximo a su sitio activo. Es mads, estudios de cristalografia
y mutagénesis de sitio dirigida sugieren que la glicosilacion de este residuo tiene un
papel importante en la actividad catalitica del enzima, estabilizando la conformacion

abierta de su centro activo (Longhi et al., 1992).
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Tabla 2.2.- Analisis de las caracteristicas estructurales de las diferentes lipasas de
C. rugosa basado en su secuencia nucleotidica (ex. de Lotti et al., 1994"; Ferrer et
al., 2001).

Sitios de N-
glicosilacion

Gen PM kpa) pl N° Residuos Secuencia N-Terminal

lipl 57,223 4,550 3 291,314,351 APTATLANGDTITGLNAIINEAFLGIPFAEPPVGNLRF

KDPVPYSGSLDG

|ip2 57,744 4,90 1 351 APTATLANGDTITGLNAIVNEKFLGIPFAEPPVGTLRF

KPPVPYSASLNG

lip3 57,291 5,10 3 291,314,351 APTAKLANGDTITGLNAIINEAFLGIPFAEPPVGNLRF

KDPVPYSGSLNG

|ip4 57,0510 5,70 1 351 APTATLANGDTITGLNAI INEAFLGIPFAQPPVGNLRF

KPPVPYSASLNG

lip5 57,957 550 3 291,314,351 APTATLANGDTITGLNAIINEAFLGIPFAEPPVGNLRF

KDPVPYRGSLNG

En la secuencia de aminoacidos los marcados en negrita representan el punto de variacion ubicado
consecutivamente en los aminoacidos 5, 19, 22, 30, 35, 40, 45, 46 y 49. pl = punto Isoeléctrico PM=
Peso Molecular

La alta homologia de la secuencia de aminodacidos, entre las lipasas de C. rugosa,
genera un estrecho margen de variacion tanto de los pesos moleculares proximo a 60
kDa, como de los puntos isoeléctricos (pIs) que varian entre 4,5 y 5,7 (Tabla 2.2).
Ademas, la heteroglicosilacion de una misma isoenzima, es decir, la existencia de
diversas formas de una glicoproteina debido a diferencias en su composicion y/o
longitud de la cadena de oligosacaridos, en esencia de N-glicanos, fenomeno recurrente
al estudiar glicoproteinas, también se ha observado para lipasas de C. rugosa y G.
candidum (Pernas et al., 2000; Hendrich et al., 1993; Holmquist et al., 1997). El
fenémeno de oligomerizacion, que consiste en la formacién de homodimeros estables

con implicaciones en la funcion de la proteina (Kaiser et al., 1994; Pernas et al., 2001)
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se ha descrito también para las lipasas de C. rugosa, lo que puede llevar a la existencia
de diversas isoformas de cada isoenzima. Por otro lado, las lipasas de éste organismo
presentan una importante capacidad de asociacién con componentes no proteicos como
por ejemplo polisacaridos (Sanchez et al., 1999).

Ademas, existe una regulacion diferencial de la expresion de los genes lip segun las
condiciones de cultivo, tal y como lo demostr6 el grupo de Lee y colaboradores
mediante RT-PCR (transcripcion reversa de la reaccion en cadena de la polimerasa),
mostrando que los niveles de expresion siguen el orden (de mayor a menor): lipl, lip3,
lip2, lip5, lip4. La expresion de lipl y lip3 es siempre constitutiva mientras que la del
resto depende de las condiciones de crecimiento, cultivando C. rugosa con medio YM
(0.3% extracto de levadura, 0.3% extracto de malta, 0.5% peptona y 1% dextrosa)
cultivadas por 24 h a 30 °C e inducida con acido oleico (Lee et al., 1999). En tanto,
Sanchez et al., 1999 al cultivar C. rugosa sobre acido oleico como unica fuente de
carbono, las formas mayoritarias de isoenzimas fueron Lip2 y Lip3.

De todo lo anterior, se desprende la dificultad para el desarrollo de procesos eficientes

de aislamiento, purificacion y produccion de las distintas lipasas de C. rugosa.

2.11.- Purificacion de las lipasas de C. rugosa.

Como ya se ha mencionado, la sintesis y secrecion de lipasas de C. rugosa es un
proceso complejo, puesto que varias isoenzimas de lipasa de propiedades fisico-
quimicas (peso molecular, hidrofobicidad, punto isoeléctrico) muy parecidas se
producen simultdneamente, lo que resulta en una purificacion dificultosa (comprende
numerosas etapas de purificacion) y por ende de bajo rendimiento global.

En el proceso de purificacion de las lipasas nativas (obtenidas de cultivos de C. rugosa),
algunos autores (Pernas, 2003) realizan tratamientos previos a los extractos crudos,
como operaciones de centrifugacion, tratamientos con detergentes, precipitacion o
didlisis, en las que se eliminan gran parte de las impurezas solubles e insolubles que
contienen los preparados comerciales o los post-incubados.

Una problemadtica bastante comtn en la purificaciéon de lipasas nativas surge de la
presencia de sustancias de naturaleza lipidica, por ende no solubles, utilizadas para la
induccion de la produccion de las lipasas (triglicéridos, acidos grasos, acido oleico entre
otros).  Ademas, algunos microorganismos, como C. rugosa o Pseudomonas

aeruginosa, producen polisacaridos de alta viscosidad que dificultan la purificacion de
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las diferentes isoenzimas, ya que se unen a las lipasas generando la formacién de
agregados moleculares (Stuer et al., 1986; Taipa et al., 1995; Sanchez et al., 1999). En
el caso concreto de C. rugosa, cuando crece en presencia de acido oleico, produce un
polisacarido de peso molecular superior a 400 kDa que actuaria como un emulsionante
(Serrano, 1998; Sanchez et al., 1999). Asi, la purificacion de las lipasas a partir de estos
complejos no es facil, siendo necesario recurrir a precipitaciones con solventes
organicos o detergentes, a pesar de lo cual, los rendimientos de actividad obtenidos han
sido bajos (Deutscher, 1990; Taipa et al., 1995; Pernas et al., 2000). Dado el caracter
hidrofobico local de las lipasas, las matrices cromatograficas de caracter hidrofobico,
que disponen como ligandos grupos fenilos, butilos, octilos, entre otros, se presentan
como una alternativa eficiente para la purificacion de lipasas e incluso algunos autores
tratan la cromatografia hidrofobica, aplicada a lipasas, como un método de
cromatografia de afinidad (Aires-Barros et al., 1994), o método de inmovilizacién

(Balcao et al., 1996).

Por consiguiente, las dificultades en el proceso de purificacion de las diferentes
isoenzimas producidas por Candida rugosa tiene que salvar dos importantes escollos:
La eliminacion de la presencia del polisacarido y la separacion de las diferentes
isoenzimas que presentan una alta homologia. En colaboracion con el grupo de la Dra.
Rua de la Universidad de Vigo (Campus Ourense) se desarrolld un protocolo de
purificacion que incluia tratamiento con detergentes, cromatografias de interaccion
hidrofébica y anidnica y gel filtracion (Sanchez et al., 1999). El proceso sélo permitid
recuperar el 17% de la actividad enzimatica final, siendo los rendimientos obtenidos del
7.6% respecto a la purificacion de Lip3 y 9.5% respecto a Lip2.

Estos bajos rendimientos, conjuntamente con la relativa complejidad del proceso de
purificacion y el tiempo y equipos necesarios para la obtencion de las isoenzimas puras,
hacen que esta aproximacion sea inviable desde el punto de vista de su implementacion
industrial para la obtencion de las isoenzimas puras.

Por consiguiente si se quiere disponer las isoenzimas puras de la lipasa de Candida
rugosa solo queda la opcion de obtenerlas de manera heterologa, mediante su

produccion en microorganismos recombinantes.
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2.12- Sistemas de expresion de proteinas heterologas.

Las técnicas de DNA recombinante junto con los avances sobre el conocimiento de la
fisiologia y el metabolismo microbiano, han permitido el disefio de procesos donde los
microorganismos se utilizan como factorias celulares. Debido a esto, en la ultima
década, ha aumentado de forma exponencial la produccidon de proteinas recombinantes
de interés terapéutico o industrial. Esta metodologia ya se ha integrado totalmente en los

procesos de produccion en todas las empresas biotecnologicas.

Las fases necesarias para la produccion comercial de proteinas recombinantes son:
» Clonacién del gen de interés en un vector de expresion.

Transformacion del microorganismo huésped (sistema de expresion).

Proceso de seleccion de los transformantes.

Crecimiento del microorganismo y expresion de la proteina en biorreactores.

YV V VYV V

Recuperacion y purificacion de la proteina.

El tipo de sistema de expresion a utilizar se selecciona en funcion de diferentes
parametros, como el rendimiento de la produccion de proteina, el éxito en las
modificaciones y el procesamiento post-traduccional, el plegamiento y la glicosilacion
de la proteina de interés, la viabilidad econdmica, el posterior proceso de purificacion,
etc...

En la tabla 2.3 se describen algunas ventajas y desventajas de los principales sistemas
de expresion utilizados (Rai et al., 2001).

A pesar de poder clasificar de forma generalizada las ventajas e inconvenientes que
presentan cada uno de los sistemas de expresion, la seleccion del sistema de expresion
dependen de multiples factores, que se han de estudiar de forma mas detallada e
individual puesto que, la maximizacion de la produccion de las proteinas heterdlogas
para su uso comercial es compleja y, en parte, empirica (Rai et al., 2001). Se considera
que actualmente se estd en los primeros pasos del conocimiento de los diferentes
sistemas de expresion, ya que muchos de los factores de los que depende la produccion,

se optimizan de forma empirica (Cos, 2005).
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Tabla 2.3 ventajas y desventajas de los principales sistemas de expresion de
proteinas heterologas.

Tipos de células de | Ventajas Desventajas
expresion
Células de mamiferos | M Produccion correcta de Elevado costo del medio de
proteinas de mamiferos cultivo.
Sistema de cultivo muy complejo.
Crecimiento muy lento
Células de insectos M Rendimiento elevado. Costo elevado de los medios de
M Correcto plegamiento de las cultivo
proteinas. Crecimiento lento
M Modificaciones Producen proteinas de mamiferos,
postraduccionales. pero no glicosilan correctamente
Levaduras y hongos | M Rendimiento elevado. Degradacion de proteinas en el
M Modificaciones medio por la presencia de
postraduccionales. proteasas
M Sistema de excrecion Crecimiento mas lento que las
extracelular. bacterias

M Purificacion simple

M Numero de vectores de
expresion en aumento.

M Medio relativamente
economico.

Bacterias

M Fisiologia simple.

M Tiempo de generacion corto.

M Medios de cultivos simples y
econdmicos.

M Alto numero de vectores de
expresion

%I Rendimiento bajo por la poca
estabilidad

Produccién de proteinas toxicas
No realizan modificaciones
postraduccionales

X

En concreto, el uso de las levaduras como sistemas de expresion de proteinas
heterdlogas ha estado ampliamente estudiado. Las levaduras combinan la facilidad de
manipulacion genética y de cultivo de E. coli con la capacidad eucariota de realizar
modificaciones post-traduccionales sobre las proteinas como las glicosilaciones, la
adiccion de puentes disulfuros o el procesamiento proteolitico y con respecto al cultivo
de células CHO o células de insectos, presentan la ventaja de la mayor velocidad de
crecimiento y la economia con respecto a los medios de cultivo e implementacion para

realizar las fermentaciones.

2.13.- La levadura metilotrofica Pichia pastoris.
El interés por las levaduras metilotroficas surge en 1969, cuando Koichi Ogata descubre
la capacidad de ciertas especies de levaduras de crecer sobre metanol como unica fuente

de carbono (Higgins y Cregg 1998). A principios de los afios 70 la compaiia Phillips
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Petroleum desarrolld procesos de cultivo a elevadas densidades celulares basados en
este tipo de levaduras como fuente econdmica de produccion de proteina unicelular
(single cell protein, scp) a partir de metanol, producto residual de la industria petrolera.
Las investigaciones sobre la utilizacion del metanol por levaduras se centraron
inicialmente en Kloeckera sp, aislada por Ogata en 1969. Desde entonces otras
levaduras se han aislado sobre este sustrato, pero solamente seis de los 39 géneros de
levaduras han demostrado la capacidad de crecer en metanol como Unica fuente de
carbono. La gran parte de las levaduras metilotroficas pertenecen a los géneros
Hansenula, Candida, Pichia y Turolopsis. Estas levaduras representan a la gran
mayoria de las eucariotas que crecen en metanol exceptuando tres especies de hongos
miceliares.

Todas las levaduras metilotroficas se dividen por gemacion, en la mayoria de los casos
¢ésta se da en diferentes lugares de la superficie celular y no s6lo en los polos de la
célula. Hansenula y Pichia son Ascomicetos que producen ascoesporas sexuales,
mientras que Candida, Kloeckera, Torulopsis y Rhodotolula son asporogenas y no
producen esporas sexuales (Higgins y Cregg., 1998). Algunos estudios han demostrado,
a partir del andlisis del contenido en G+C y otras caracteristicas fisiologicas, que los
Ascomicetos Hansenula y Pichia estan taxondomicamente muy cercanos y sugieren que
las asporogeas Turolopsis y Candida podrian ser formas mas primitivas que las dos
anteriores (Lee et al., 1980).

Fue en los afios 80, después de la crisis del petroleo en que P. pastoris deja de ser un
proceso economicamente viable para la produccion de proteina unicelular (SCP) a partir
de metanol, en este punto la Phillips Petroleum Company se pone en contacto con el
Salk Institute Biotechnology-Industrial Associates Inc. (SIBIA), para desarrollar un
sistema de expresion de productos heterdlogos en Pichia pastoris. Los investigadores
de SIBIA aislaron el gen de la alcohol oxidasal (AOX1) y su promotor, generando una
serie de vectores, cepas y métodos para la manipulacion genética de P. pastoris. Estos
nuevos avances, conjuntamente con los conocimientos que ya se tenian sobre los
medios de crecimiento y las operaciones en biorreactor desarrolladas para la SCP,
desemboco en un sistema de expresion con el que se han obtenido altos niveles de
proteinas heter6logas de interés académico, industrial y terapéutico (Cregg et al. 1985,
Tschopp et al., 1987). En 1993 Phillips Petroleum cedio las patentes sobre el sistema

de expresion de P. pastoris a Reserch Corporation Technologies (RCT), permitiendo a

35



Introduccién

Invitrogen Corporation comercializar los componentes de su sistema de expresion para

su uso académico.

2.13.1.-Metabolismo del metanol en levaduras metilotroéficas.

El hecho comun en todas las levaduras metilotroficas es su capacidad para metabolizar
el metanol como tnica fuente de carbono y energia (Higgins et al., 1998). En la Fig.
2.9 se presenta un esquema, de las principales reacciones del metabolismo de
degradacion del metanol en estas levaduras.

El sistema de P. pastoris se basa en la regulacion del promotor del gen aox1, inducible
por metanol. La enzima alcohol oxidasa (AOX) es la responsable de catalizar el primer
paso de la ruta de degradacion del metanol a formaldehido, obteniendo también como
subproducto peréxido de hidrogeno. Este ultimo es un componente toxico para las
células y por eso utilizan las catalasas para su degradacion. Este proceso consume
oxigeno, utilizado como el aceptor final de electrones.

A diferencia de las bacterias metilotroficas, esta reaccion se lleva a cabo en el interior
de los peroxisomas. Ademads, la oxidacion del metanol a formaldehido no genera
NAOH, por lo que la energia se libera en forma de calor.

El peso molecular de la AOX es aproximadamente de 600 KDa (van Dijken et al.,
1976) y puede llegar a representar hasta el 30% del total de proteina celular soluble
(Cregg et al. 1989), probablemente para compensar la poca afinidad de la enzima por el
oxigeno (Cregg et al., 1993). Este hecho es muy importante, ya que la expresion de las
proteinas heterélogas bajo el promotor del gen aox1 puede, a priori, traducirse en una
gran produccion de nuestra proteina de interés.

En la oxidacion completa del metanol en levaduras metilotroficas se pueden diferenciar
dos vias metabdlicas distintas. La primera corresponde a la via disimilatoria. Esta
corresponde a la seccion I de la Fig. 2.10, y comienza con la salida del formaldehido del
interior del peroxisoma; este compuesto es oxidado secuencialmente hasta acido
formico y dioxido de carbono, obteniéndose energia en forma de NADH. Es sabido que
en las levaduras metilotroficas, parte de la energia necesaria para la actividad celular se
obtiene de la oxidacion del NADH en el citosol. Hay diversos estudios que muestran
que esta ruta tiene un papel detoxificador del formaldehido (Ferrer et al., 2001).

Por otro lado, existe la via asimilatoria, indicada en la Fig. 2.10 seccién II, en la cual se

generan triosas a partir del formaldehido inicial.
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Fig. 2.10.- Metabolismo del metanol en levaduras metilotroficas.

Secciéon 1, via

disimilatoria, para la obtencion de energia y seccion I, via asimilatoria, para la generacion de biomasa.
Enzimas: 1.- Alcohol Oxidasa (AOX), 2.- Catalasa, 3.- Formaldehido deshidrogenada (FLD), 4.- Formato
deshidrogenada (FMD). 5.-dihidroxicetona sintasa (DAS), 6.- Dihidroxicetona quinasa, 7.- Fructosa 1,6
Metabolitos: CH30H (metanol), HCHO
(formaldehido), GSCH,OH (S-formilglutitona), HCOOH (formato), CO, (dioxido de carbono), GAP
(gliceraldehido monofosfato), DHA (dihidroxiacetona), DHAP (dihidroxiacetona fosfato), FBP (fructosa
1,6 bifosfato), FOP (fructosa 6 fosfato), Xu5P (xilulosa monofosfato) (adapatado de Cos, 2005).

bifosfato aldolasa, 8.- Fructosa

1,6 bifosfato fosfatasa.

Fig. 2.11.- Seccion de una célula de Pichia pastoris creciendo en glicerol (A) y metanol

(B) (adaptado de Cos, 2005).
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El balance neto de la via asimilatoria es la formacion de un mol de triosas (DHA y
GAP) por cada tres moles de formaldehido y tres moles de ATP (Goodman et al.,
1985).

Se ha de mencionar, la estrecha relacion entre la utilizacidon del metanol con la
proliferacion de peroxisomas en el interior de la levadura. Este organelo contiene en su
interior un gran numero de enzimas metabolicas involucradas directamente con la [-
oxidacion de los acidos grasos, la eliminacion del peroxido de hidrégeno y la oxidacion
del metanol (Subramani., 1998).

Como se observa en la figura 2.11, los cambios en el interior de la levadura son
evidentes en funcion de la fuente de carbono empleada. En la imagen A de la Fig. 2.11
se presenta una micrografia del interior de una célula de Pichia pastoris creciendo en
glicerol, y como se aprecia no se detecta la presencia de peroxisomas. En cambio,
cuando el mismo microorganismo crece en metanol (Fig. 2.11, imagen B) la presencia
de este organelo es evidente. Actualmente se han identificado los complejos
mecanismos y las proteinas involucradas en la aparicion y desaparicion de los

peroxisomas en funcion de la fuente de carbono consumida (Rossanese et al., 1999).

2.13.2.- Pichia pastoris como sistema de expresion recombinante de proteinas: Base
conceptual y caracteristicas.

La levadura P. pastoris es una levadura metilotrofica facultativa que pertenece al grupo
de los ascomicetos, se reproduce por gemacion, la formacion de la espora es homotalica
y su dotacion gendmica es haploide (n) (Lin Cereghino et al., 2002).

La clasificacion taxondmica de la levadura Pichia pastoris (TaxI1d:4922, swiss-prot) es:

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycycota
Subphylum: Saccharomycotina
Clase: Saccharomycetes
Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Genero: Pichia

Especie: pastoris
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Las principales fuentes de carbono que puede asimilar Pichia pastoris son la glucosa,
metanol, glicerol, etanol, L-ramanosa, trehalosa, D-manitol y D-glucitol. Como fuente
de nitrogeno principalmente asimila amonio.

Este sistema de expresion (P. pastoris) se ha convertido en uno de los mas utilizados
para la expresion de proteinas heterdlogas de eucariotas, ha demostrado ser una
alternativa eficiente al uso de S. cerevisiae como sistema clasico de expresion de
proteinas heterologas por diferentes factores (Lin et al., 2002), entre los mas

importantes destacan:

» La levadura P. pastoris, es un microorganismo unicelular de facil manipulacion
y cultivo. Presenta caracteristicas similares con respecto a las técnicas de
manipulacion genética de S. cerevisiae, permitiendo la aplicacion de sus técnicas
de manipulacion genética.

» Se consiguen grandes niveles de expresion de proteinas heterologas intra y
extracelular en medios sintéticos y baratos.

» Tiene un fuerte promotor derivado del gen de la alcohol oxidasa 1 (AOX1), de
facil manipulacion, eficiente e inducible por metanol y fuertemente reprimido
por otras fuentes de carbono, como la glucosa o el glicerol. Esta es una de las
principales propiedades que justifican el éxito de P. pastoris.

» Al tratarse de un microorganismo eucariota proporciona un gran numero de
ventajas, ya que es capaz de realizar modificaciones postraduccionales de las
proteinas expresadas (plegamiento, enlaces disulfuros, glicosilacion, etc.).

» Es una levadura con un metabolismo fundamentalmente respiratorio,
caracteristica que facilita el desarrollo de cultivos a elevadas densidades
celulares, en comparacion con levaduras fermentativas.

» No produce fendémenos de hiperglicosilacion de las proteinas eucariotas
superiores, en contraste con S. cerevisae, disminuyendo las posibles respuestas
inmunogénicas de los organismos en donde se han de aplicar.

» Al tratarse de un microorganismo haploide cualquier modificacién genética se
manifiesta fenotipicamente en generaciones posteriores.

» No excreta practicamente proteinas nativas al medio extracelular, facilitando de
esta forma la recuperacion y posterior purificacion de las proteinas producidas

(cuando la expresion es extracelular).
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» Este sistema de expresion de proteinas tiene éxito ya que se caracteriza por ser
un método rapido, facil y econdmico (Invitrogen, 2000) comparado con el
sistema de expresion de eucariontes superiores, como células de insectos o

mamiferos.

Como se ha mencionado anteriormente, la enzima alcohol oxidasa es utilizada en la
primera reaccion de la degradacion del metanol.  Su sintesis estd regulada por el
promotor Paoxi, fuertemente reprimido cuando P. pastoris esta creciendo en la mayoria
de las fuentes de carbono que no son el metanol (glucosa, glicerol, etc.) y por el
contrario, rapidamente inducido en presencia de metanol como tnica fuente de carbono.
Sin embargo los estudios sobre la AOX de P. pastoris revelaron la existencia de dos
enzimas alcohol oxidasa, conocidas como la alcohol oxidasa 1 (AOXI1) y alcohol
oxidasa 2 (AOX2) y por ende de dos genes aox, el aoxl y el aox2 (Cregg et al., 1985;
Cregg & Maden, 1987). Las secuencias de nucledtidos de los genes son idénticas en un
92% vy las proteinas que codifican tienen un 95% de homologia en la composicion
aminoacidica y un 3% en cuanto a actividad especifica (Koutz et al., 1989). Las
diferencias entre estos dos genes aparecen en su nivel de transcripcion. Estas
secuencias estan reguladas a nivel de transcripcion de manera muy similar, no obstante
el gen aox1 es el responsable del 90% de la alcohol oxidasa que encontramos en la
célula y el aox2 codifica solamente el 10% restante (Cregg et al., 1989). Se cree que las
diferencias en el nivel de transcripcion entre estos dos genes vienen dadas por las
regiones homologas que se encuentran en 5y 3°. La existencia de dos genes que
codifican practicamente la misma proteina apunta a un origen evolutivo. La mayoria de
los estudios en este sentido apuntan que hace mas de cien millones de afios se produjo
un fendémeno de duplicacion gendmica en algunas levaduras y una translocacion
reciproca entre fragmentos de ADN que generd secuencias homoélogas dispersadas
como parejas de regiones duplicadas a lo largo del genoma (Seoighe et al., 1998). Este
fendmeno, también se reproduce en otras levaduras como S. cerevisiae, particularmente
con la enzima alcohol deshidrogenada (ADH1 y ADH2) (Cregg et al., 1989; Cregg et
al., 1987).

La elevada tasa de transcripcion del gen aox1l en metanol, es uno de los principales
motivos por el cual su promotor (Paox) ha estado tan ampliamente utilizado para la
expresion de proteinas heter6logas recombinantes en P. pastoris; otro motivo es su

buena regulacion. Los niveles de mRNA por la alcohol oxidasa durante el crecimiento
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en metanol como fuente de carbono superan el 5% del total de mRNA polyA. En
cambio, en crecimientos con glucosa o glicerol como tUnica fuente de carbono los

niveles de trascripcion de los genes aox son practicamente nulos (Harder et al., 1989).

2.13.3.- Construccion de un vector de expresion en Pichia pastoris.

Todos los vectores utilizados para la expresion de proteinas heterélogas en Pichia

pastoris estan formados por:

§!  Un promotor de la transcripcion.

§! Una o mas ubicaciones de restriccion (donde clonar el gen de la proteina
deseada).

§!  Una secuencia terminal 3" de la misma P. pastoris para asegurar la correcta
transcripcion del gen.

§!  Unmarcador de seleccion para P. pastoris.

8]  Secuencia de replicacion y seleccion de E. coli.

Dado lo anterior, la clave de la manipulacién genética molecular en los organismos es la

habilidad para introducir y mantener la secuencia de DNA de interés, por lo cual los

vectores tienen que ser mantenidos como elementos de replicacion auténomos o

integrados en el genoma de P. pastoris (Higgins y Gregg., 1998). Los vectores de

expresion para P. pastoris son en su gran mayoria de tipo integrativo, recombinandose

con las zonas homdlogas del genoma de la célula asegurando su estabilidad, por lo tanto

en el interior del vector de expresion se incluyen zonas homoélogas del genoma de P.

pastoris y asi se dirige la clonacion a un punto especifico de integracion en ¢l genoma.

Las zonas homologas mas utilizadas en esta levadura son una parte del gen aox1 o del

gen his4, correspondiente a la enzima histinol deshidrogenada, el uso de esta ultima

zona (gen his4) esta limitada a la cepas de P. pastoris autotroficas para el aminoacido

histidina. Algunos vectores, aparte de incluir el gen his4 contienen un segundo

marcador celular, el gen de la kanamicina o ampicilina, ambos provenientes de E. coli

que ofrecen resistencia a la droga G418 (Higgins & Cregg, 1998). No obstante, la

utilizacion de este tipo de vectores incrementa la dificultad de la clonacién y posterior

transformacion, ya que la inclusion de his4 conjuntamente con la resistencia a

antibioticos aumenta considerablemente el peso molecular del vector.

Es de gran importancia la construcciéon de nuestro vector de expresion, debiendo

presentar un cassette génico constituido por un buen promotor que permita la expresion

de nuestra proteina y una secuencia codificadora de una sefial de secrecion que nos
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ayude a una facil recuperacion de esta, ademas de un marcador para la facil seleccion de
los clones de expresion.  En el caso de P. pastoris se ha utilizado habitualmente el
promotor del gen aox1 (Paoxi).

Por otra parte, las tres secuencias sefales de secrecion mas estudiadas son, la acido
fosfatasa, la invertasa y el factor alpha de S. cerevisiae; de las anteriores, la mas
extensamente utilizada para la secrecion de proteinas heterdlogas desde S. cerevisiae y
P. pastoris es la region prepro del factor alpha (MFal) frecuentemente utilizada con el
promotor MFal. El precursor del MFal, el prepro o factor, estd codificado por 165
aminoacidos, conteniendo una secuencia sefial de 19 aminoécidos que constituyen la
region pre y otra la region pro, seguido por 4 repeticiones en tandem, de 13 aminoacidos
de la frecuencia factor oo madura. Cada repeticion estd precedida por un pequefio
“espacio peptidico” con la estructura Lys-Arg-(Glu/Asp-Ala), ;. El procesamiento del
factor o prepro involucra 4 enzimas proteoliticas.

1.- La region pre es cortada por la sefial peptidasa.

2.- La KEX2 proteasa corta en el borde del carboxilo terminal de la secuencia Lys-Arg
en la region pro y en la unién de cada repeticion.

3.- La STE13, una dipeptidylaminopeptidasa, elimina los espacios residuales del amino
terminal de cada repeticion

4.- La KEXI1 carboxipeptidasa elimina los residuos Lys y Arg del extremo carboxil de

las primeras tres repeticiones.

El requerimiento mas importante para la secrecion de proteinas heterdlogas y el buen
funcionamiento del factor a, es la glicosilacion de la proteina a secretar, lo que
restringiria el uso del factor o a la secrecion de proteinas en sistemas de expresion
eucariontes.

No menos importante en la construccion de nuestro vector tiene que ser el marcador de
integracion del vector de expresion que nos ha de permitir seleccionar con claridad los
clones que hayan integrado el vector. Para ello el uso de antibioticos es algo comun,
distinguiéndose el tipo de antibidtico y su concentracion de acuerdo al vector y al
microorganismo con el que se trabaje. Ademas, el marcador ha de ocupar poco espacio
dentro del vector sin dejar de cumplir su importante funcion, asi podremos construir un
vector pequefio que permite una mayor eficiencia de transformacion, dada la mayor

facilidad de penetracion en la célula y su integracion en el DNA de nuestro sistema de
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expresion. Un ejemplo de marcador es la zeocina cuya resistencia esta conferida por el
gen sh ble extraido de Streptoalloteichus hindustanus; este gen es de tamafio muy
pequeiio 375 pb y codifica para una proteina de 13.665 Da. La resistencia conferida por
el gen sh ble es aplicable tanto en E. coli como en levaduras (incluyendo P. pastoris),
como a otros eucariontes. La zeocina es un compuesto tipo bleomycina que mata las
células introduciéndose y fraccionando el DNA cromosomal.

Estas caracteristicas unidas a las que ofrecen los sistemas de expresion en levaduras y la
existencia de un kit comercializado por Invitrogen Co. han hecho que el numero de
trabajos con P. pastoris como sistema de expresion de proteinas heterélogas haya
aumentado espectacularmente y sea un candidato ideal para la expresion de proteinas de
interés industrial y académico (més de 400 hasta el momento) (Cereghino y Cregg,
2000), este considerable nimero de proteinas heterélogas expresadas en P. pastoris es
ademads de diversa naturaleza, ya que se han expresado proteinas de virus, de bacterias,
de levaduras y de hongos, de plantas, de invertebrados, de vertebrados no humanos y de

humanos (Cos., 2005).

2.13.4.- Cepas de expresion.

Todas las cepas de Pichia pastoris utilizadas para la expresion de proteinas heterologas
provienen de la cepa NRRL-Y 11430 (Northern Regional Research Laboratories,
Peoria, IL). Esta cepa tiene una mutacion en el gen histinol deshidrogenasa (his4), por
el cual su crecimiento en medios minimos o sintéticos requiere un suplemeno de
histidina. Su auxotrofia por la histidina se indica con el simbolo his’, por el contrario,
en el caso que el mismo microorganismo sea capaz de sintetizar este aminoacido se
indica como his”.

Como ya se ha dicho, los vectores mas comunes para la inclusion del gen de la proteina
deseada al interior del microorganismo son dirigidos mediante la inclusion de zona
homologas del his4 o aox1 de P. pastoris. Si se utiliza un vector con his4, se puede
seleccionar las cepas correctamente transformadas por la reversion de su auxotréfia para
la histidina, es decir, que quedan como his™.

La utilizacion del vector de expresion, usando la region 3°del gen que codifica la aox1
como una zona homologa puede comporta en algunos casos la delecion del gen de la
alcohol oxidasa.

En el caso que haya una delecion del gen aoxl se cambia por completo el

comportamiento de la cepa de P. pastoris cuando se utiliza metanol como unica fuente
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de carbono, ya que se disminuye en un 90% la cantidad de AOX presente en el interior
de la célula. Solo esta operativa la aportacion de AOX2, haciendo que la
metabolizacion del metanol por parte de la nueva cepa sea mucho mas lenta. Las cepas
con esta caracteristica son conocidas con el acronimo Mut® (Methanol utilization slow).
Si por el contrario, la insercion del vector al interior del genoma no implica la
interrupcion del gen aoxl, ambas enzimas alcohol oxidasa (AOX1 y AOX2) estan
operativas denominandose a la cepa Mut™ (Methanol utilization plus).

El comportamiento de las dos cepas es exactamente idéntico cuando se utiliza una
fuente represora de la expresion de AOX como la glucosa o glicerol. Ahora bien, si se
utiliza el metanol como unica fuente de carbono, las diferencias entre las dos cepas, una
con el fenotipo Mut® y el otro fenotipo Mut, son claramente apreciables. Segtin el
fenotipo utilizado varia significativamente la capacidad de metabolizar metanol y en
consecuencia, la velocidad especifica de crecimiento de Pichia.

Comercialmente se pueden encontrar cepas de ambos fenotipos, incluso alguna cepa con
fenotipo Mut’, que se caracteriza por la supresion de los dos genes de la AOX (aox1 y
aox2). Esta ultima cepa no es capaz de metabolizar el metanol, pero necesita su
presencia para la expresion de la proteina de interés ya que igualmente utiliza el
promotor de la AOX desactivada (Cregg et al., 1989).

Como se indico, en las cepas fenotipo Mut' se encuentran los dos genes de la alcohol
oxidasa activos, estas cepas crecen sobre metanol con una mayor velocidad de
crecimiento que los fenotipos Mut® y Mut”. En la fase final de los cultivos con las cepas
con este fenotipo, cultivos de altas densidades celulares que pueden alcanzar valores de
biomasa superiores a 100 g/L (peso seco), se pueden dar limitaciones de aporte de
oxigeno, lo que puede afectar negativamente la expresion de proteinas recombinantes.
Por otra parte, las cepas fenotipo Mut® presentan una velocidad de crecimiento
especifica (1) menor a la de las Mut'. A pesar de lo cual, la deficiencia de uno de los
genes aox no influye en la induccién del promotor AOX. Sin embargo, el hecho que las
cepas Mut® tengan una p mas bajas facilita el control de la concentracion de metanol
dentro del bioreactor durante toda la fermentacion y minimiza los problemas de aporte
de oxigeno, hecho que también ayuda a mejorar los niveles de produccion de proteina
recombinante.

Es posible incluir multiples copias del gen deseado en el genoma de P. pastoris
aumentando tedricamente, la cantidad de proteina producida cada vez que se realice una

transcripcion. El mecanismo para obtener una cepa de este tipo se basa en una
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repeticion de la insercion del plasmido en la zona homologa 3 contiguo al gen de la
AOX. Esta modificacion se puede realizar igualmente para los dos fenotipos posibles
(Mut" y Mut®).

La expresion de las proteinas heter6logas bajo el control del promotor del gen de la
AOQOX, el Paoxi, puede ser afectada por una multitud de factores. Algunos de ellos son
intrinsecos del sistema de expresion, como por ejemplo el tipo de fenotipo seleccionado
(Mut", Mut® o Mut), la localizacién de la insercion dentro del genoma, el nimero de
copias del gen externo o si la expresion es intra o extracelular. También son
importantes la cantidad y el tipo de modificaciones post-traduccionales y la estabilidad
de su mRNA (Gellisen G., 2000).

Por otra parte, los pardmetros fisicos como la temperatura, la agitaciéon o la aeracion
también tienen un efecto directo sobre el Novell de expresion, asi como la composicion
del medio, el pH o la fuerza idnica del mismo.

Otro factor de importancia significativa, para conseguir unos buenos niveles de
produccion de la proteina de interés, es el tipo de estrategia de cultivo seleccionada y en
que momento se ha de comenzar la induccion de la expresion de la proteina.

No se ha demostrado, ni se cree posible encontrar una combinacion de estas variables
que sean genéricas para cualquier proteina heterdloga bajo el control de Paox; en P.
pastoris. Como se ha podido observar después de revisar numerosa bibliografia, parece
ser que la naturaleza de la proteina heter6loga es la que determina con mas fuerza cuales
son las condiciones Optimas de produccion. Para encontrar las condiciones ideales de
expresion, aun se tiene que realizar de forma empirica. No obstante, si se conocen una
serie de generalidades que pueden orientar a la hora de producir la proteina heter6loga

de interés.

2.13.5. Estrategias de produccion de proteinas heterélogas en P. pastoris.

Es comun encontrar en la mayoria de los estudios de expresion de proteinas heterdlogas
en P. pastoris bajo el control transcripcional de Paoxi, la utilizacion de la estrategia de
cultivo semicontinuo (fedbatch). En practicamente todos ellos, se comienza con una
primera etapa en discontinuo con una fuente de carbono represora de la expresion de la
proteina (habitualmente glicerol o glucosa) con el nico objetivo de generar una gran
cantidad de biomasa de forma rapida. En esta etapa el comportamiento de las cepas con

diferente fenotipo (Mut', Mut® y Mut) es idéntico.
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A continuacion, se induce la produccion de la proteina con la adicion de metanol al
medio. La presencia de metanol como una tnica fuente de carbono y energia implica la
activacion del Paox) para conseguir elevados niveles de expresion de la proteina alcohol
oxidasa (para la asimilacion del metanol), y del gen heter6logo deseado clonado bajo el
mismo promotor. Es en este apartado donde se encuentran las principales diferencias
entre los diferentes estudios que demuestran que segun el tipo de metodologia se pueden
obtener resultados muy diferentes.

El volumen y la frecuencia de adiciéon del metanol determinaran en muchos casos la
aparicion y acumulaciéon de metabolitos secundarios toxicos (como el formato o
formaldehido). El mismo metanol, también tiene un efecto toxico sobre P. pastoris a
partir de concentraciones superiores a los 8 g/L, por lo tanto, se ha de evitar su
acumulacién en el medio. Evidentemente, el tipo de adicion vendra fuertemente
condicionado por la capacidad de asimilacion de metanol de la cepa de P. pastoris

seleccionada, es decir, por su fenotipo Mut.

2.13.6. Proteinas expresadas en Pichia pastoris.

En el afio 2000, eran ya mas de 400 tipos de proteinas heterdlogas expresadas con éxito
en P. pastoris, (Cereghino et al., 2000). Este numero de ha incrementado enormemente
durante los ultimos afios, particularmente por el uso de P. pastoris como sistema de
expresion en diversos programas de genomica estructural (Sola et al., 2007). Es de
destacar que por encima del elevado niumero de proteinas expresadas, se encuentra la
gran diversidad, encontrdndose un amplio registro de naturaleza muy diversa, desde
proteinas virales hasta humanas, pasando por proteinas de bacterias, levaduras, hongos,
plantas, animales invertebrados y vertebrados. Ejemplos de esta diversidad se pueden
apreciar en la Tabla 2.4.

La lista de proteinas expresadas en P. pastoris crece actualmente de forma exponencial,
ya que este sistema de expresion se ha convertido en un sistema de referencia en el
mundo académico de la investigacion y la industria, gracias a sus ventajas ya indicadas.
La cantidad de proteina producida en cada caso depende de numerosas variables,
comenzando por el tipo de proteina expresada, pudiendo oscilar desde unos pocos

microgramos hasta varios gramos por litro de cultivo.
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Tabla 2.4.- Ejemplos de proteinas expresadas en P. pastoris, clasificadas segin su

origen.
Proteina Tipo de expresion | Cantidad Referencia
I = Intracelular | producida
E = Extracelular
Virus
Virus de inmunodeficiencia E 20 mg/L Scorer et al., 1993
huma tipo 1
Antigeno de superficie de la I 400 mg/L Baer et al., 2003
hepatitis B
Bacterias
Fragmento C de la toxina del I 12 g/L Clare et al., 1991
tétanos de Clostridium tetani
Pertactina de I 3¢g/L Romanos et al., 1991
Bordetella pertussis
Antigeno SAG1 de E 12 mg/L Biemans et al., 1998
Toxoplasma gondii
Alfa-amilasa de E 2,5 g/L Montesino et al., 1998
Bacillus licheniformis
Acido fosfatasa de E 28,9 U/mg Rodriguez et al., 1999

Escherischia coli

Levaduras y hongos

Invertasa de E 2,5 g/L Tschopp et al., 1987
Saccharomyces cerevisiae
Lipl de E 150 U/mL Brocca et al., 1998
Candida rugosa
Lipasa de Rhizopus oryzae E 200 U/mL Minning et al., 1998
Lacasa de E 1,6 g/L Boyle et al., 1998
Trametes versicolor
Lip4 de E 100 mg/L Tang et al., 2001
Candida rugosa
Lip2 de E 1095 U/mg Lee et al., 2002
Candida rugosa
Lipasa de E 46 U/mL Kakugawa et al., 2002
Kurtzmanomyces sp.
Lip3de E 687 U/L Chang et al., 2006
Candida rugosa
Plantas
Hidroxinitrilo liasa de I 22 ¢/LL Hasslacher et al., 1997
Hevea brasiliensis
Nitrato reductasa de espinaca I 420 mg/L Mertens et al., 2000
Invertasa de E 4 g/L Huang et al., 2003
Ipomoea batatas
Invertebrado
Proteina de la seda de araia 663 mg/L | Fahnestock et al., 1997
Proteina olfativa de abeja E 0,2 mg/L Danty et al., 1999
endo-p-1,4-glucanasa de I 15,31 Guo et al., 2008
Ampullaria crossean U/mg

(molusco)
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Vertebrados (no humana)

[-caseina bovina I 1 g/L Choi et al., 1996
Albumina de gato E 3,3 mg/L Reeetal., 1999
a-tropomyocina de gallina 1 20 mg/L Hilario et al., 2001
Proteina anticongelante II de E 36 mg/L D'Anjou et al., 2001
pez raya
Pepsinogeno de cerdo E 30 mg Yoshimasu et al., 2002
a-bungarotoxina de E 2 mg/L Levandoski et al., 2000
Snake venom
Hormona del crecimeinto de E 100 mg/L Xu et al., 2008

Ailuropoda melanoleuca
(oso panda)

Vertebrados (humana)

Factor de necrosis tumoral I 10 g/L Sreekrishna et al., 1989
Lipasa pancreatica E 75 mg/L Yang et al., 1998
Lisozima E 300 mg/L Oka et al., 1999
Colageno tipo I I 0,5 g/L Mokelainen et al., 2001
Insulina E 1,5 g/L Wang et al., 2001
CD81 Humano E 1,75 mg/L Jamshad et al., 2008

2.14.- Produccion de lipasas C. rugosa en forma heterologa.

Dado el problema de obtencion eficiente de cada una de las isoenzimas de las lipasas de
C. rugosa por aproximaciones clasicas, se ha trabajado por parte de diversos grupos en
la obtencion independiente de cada una de las isoenzimas mediante la tecnologia del
DNA recombinante. No obstante, la expresion de las lipasas C. rugosa en sistemas de
expresion convencionales (E. coli, S. cerevisiae y P. pastoris) supone una dificultad que
ha demostrado ser insalvable debido tanto a la alta frecuencia de uso del codon CUG
para serina, como a la posicion de estas serinas en lugares clave para el mantenimiento
de la estructura tridimensional y la actividad catalitica (Mileto et al., 1998).

Como consecuencia, para lograr la expresion funcional de los genes lip de C. rugosa en
microorganismos hospedadores convencionales ha sido necesario modificar en algunos
casos por mutacion de sitio dirigido los tripletes de los codones “no universales” del gen
de la lipasa, de los 45 que codifican para serina (Tang et al., 2001; Lee et al., 2002;
Chang et al., 2006) o bien sintetizar de nuevo el gen cambiando los codones por
codones de uso comun para serina en el sistema de expresion (Brocca et al., 1998);
ambas estrategias se basan en el uso de la técnica de la reaccion de la polimerasa en

cadena (PCR, Polymerase Chain Reaction). Recurriendo a estas dos estrategias
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genéricas, dos grupos de investigacion han logrado expresar cuatro de los genes de la
familia lip en P. pastoris: lipl (Brocca et al., 1998), lip4 (Tang et al., 2001), lip2 (Lee et
al., 2002), y lip3 (Chang et al., 2006), orden cronoldgico de expresion recombinante, las
enzimas recombinantes Lip4, Lip2 y Lip3 han sido expresadas en el mismo huésped por
el mismo grupo de investigacion.

Otra estrategia explorada se basa en la expresion heterdloga de genes lip en huéspedes
que tengan un uso de codones similar a C. rugosa. Esta estrategia se explord con éxito
relativo para lipl, en Candida maltosa (Mileto et al., 1998). Sin embargo, esta
estrategia presenta limitaciones importantes relacionadas con la escasa disponibilidad de
herramientas genéticas (vectores, cepas, etc.) para C. maltosa y problemas de

estabilidad genética (Lotti, M., datos no publicados).

2.14.1.- Expresion heterologa de lipl.

La estrategia seguida para la expresion recombinante de lipl (Lotti et al., 1994%), fue
expresar en S. cerevisiae tanto el gen original como el resultante de reemplazar
aproximadamente el 50% de los tripletes CUG para restablecer las serinas en aquellas
posiciones que creian importantes para la actividad enzimatica, a juzgar por la
estructura 3D de la lipasa. En ambos casos, la secrecion fue posible unicamente
cuando la secuencia sefial de secrecion endogena de la lipasa se sustituia por la
presecuencia de la subunidad de la toxina killer de Kluyveromyces lactis.

Debido a los pobres resultados obtenidos en término de calidad del producto heterélogo
por el equipo de Lotti, se procedié en colaboracion con el grupo del Profesor R. Schmid
de la Universidad de Stuttgart, a realizar una estrategia diferente consistente en
sintetizar in vitro el gen completo de la lipasa Lip1 eliminando todos los tripletes CUG
no-universales. El gen sintético fue insertado en pldsmidos adecuados para la expresion
en P. pastoris y S. cerevisiae. Los autores investigaron la influencia de la secuencia
sefnal de la expresion de la lipasa y para ello fusionaron el gen sintético tanto con la
presecuencia original de C. rugosa como con las pre- y preprosecuencias de la
subunidad de la toxina killer de K. lactis. Los mejores niveles de expresion se
obtuvieron con el gen fusionado a la preprosecuencia de la toxina de K. lactis expresado
en P. pastoris. La lipasa secretada se obtenia en su forma glicosilada, correctamente
procesada y activa, siendo sus propiedades moleculares y cataliticas similares a las de la

lipasa nativa (Brocca et al., 1998).
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2.14.2.- Expresion heterdloga de lip4.

El grupo de Tang y colaboradores logré la expresion del gen lip4d en dos
microorganismos hospedadores: E. coli (Tang et al., 2000) y P. pastoris (Tang et al.,
2001) siguiendo la estrategia de reemplazar, mediante mutagénesis dirigida, los 19
tripletes CUG del gen por otros universales para serina. La secuencia del gen lip4
modificada fue insertada en un plasmido con el promotor del gen GAP (que codifica la
gliceraldehido-3fosfato deshidrogenasa de P. pastoris) el cual fue transformado en P.
pastoris, lograndose asi la expresion constitutiva de Lip4. En el primer organismo, la
lipasa fue expresada aunque mayoritariamente como cuerpos de inclusion, que
sometidos a procesos de solubilizacion y renaturalizacidon, produjeron lipasa con
actividad especifica basal, mejorando los niveles de expresion al fusionar el gen mutado
de lip4 con el de la tioredoxina formando el gen TrxFus-lip4, de tal forma que se logro
obtener la lipasa soluble y activa en el citoplasma de E. coli AD494(DE3). EIl hecho
que esta lipasa fuese expresada en su forma no glicosilada (dado que éste organismo es
procariota), explicaria la baja actividad especifica observada para esta forma de lipasa
recombinante.

Por otro lado, Tang y colaboradores en 2001, expresaron el gen lip4 mutado en P.
pastoris obteniendo la forma glicosilada de la lipasa en su medio de cultivo. La
secrecion de la enzima en el medio de cultivo facilité la purificacion de la lipasa
heter6loga comparado con la expresada en el citoplasma de E. coli. La disponibilidad
de formas glicosiladas y no glicosiladas de la lipasa Lip4 (producidas en P. pastoris y
en E. coli, respectivamente), permitid6 comparar ambas a distintos niveles, observando
que si bien, no se apreciaron diferencia significativas respecto a sus propiedades
cataliticas, mostrando una alta actividad esterdsica para los esteres de cadena larga C16
y C18, y un alto nivel de actividad lipasica sobre lipidos insaturados de cadena larga;
por otra parte, la estabilidad térmica pasé de los 52 °C en la forma no glicosilada
(expresion en E. coli) a los 58 °C en para la forma glicosilada (expresion en P. pastoris)
(Tang et al., 2001).

Estos trabajos de Tang y colaboradores en el 2000 y 2001, aparte de la expresion y
caracterizacion de Lip4, permitieron su comparacion con Lipl, lipasa con quien
presenta alta homologia en su secuencia; indicando que a diferencia de Lipl, Lip4 no
muestra activacion interfacial por los substratos lipidicos tributirina y trioleina, con ello

se distingue diferencias en la actividad cataliticas entre ambas enzimas.
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2.14.3.- Expresion heterologa de lip2.

La expresion recombinante de lip2 en P. pastoris, fue lograda por Lee y col., en 2002
siguiendo la estrategia de mutagénesis multiple de los codones no universal de serina
para C. rugosa, estrategia andloga a la desarrollada para la sintesis y expresion del gen
lip4 por Tang et al., 2001. A la secuencia codificante de la proteina madura se le
realizd mutacion dirigida para reemplazar los 19 codones CUG no universales que son
leidos por C. rugosa como serina, por codones universales de serina (UCU), insertada
en un plasmido con el promotor del gen GAP (que codifica la gliceraldehido-3fosfato
deshidrogenasa de P. pastoris) el cual fue transformado en P. pastoris. De esta forma
se logrd la expresion extracelular de Lip2 funcional. Este desarrollo experimental de

produccidn se realizo solo a nivel de matraces.

2.14.4.- Expresion heterdloga de lip3.

La expresion recombinante de lip3 en P. pastoris, fue lograda por Chang y col., en 2006
siguiendo la estrategia de mutagénesis dirigida multiple de los codones no universal de
serina para C. rugosa, estrategia andloga a la desarrollada para la sintesis y expresion
del gen lip4 y lip2 realizadas por Tang et al., 2001 y Lee et al., 2002, respectivamente.
Se modificaron los 18 codones no universales codificantes para serinas del gen lip3 en
C. rugosa, por 18 codones universales codificantes para serinas del gen lip3 en P.

pastoris, el nuevo gen fue insertado en el vector pPGAPZaC y transformado en Pichia.
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3.-Objetivo General:

El objetivo general del presente estudio es la obtencion de la isoenzima Lipasa 2 (Lip2)
recombinante de Candida rugosa mediante sistema de expresion de Pichia pastoris, su
caracterizacion bioquimica y funcional, incluyendo su estabilidad, y su aplicacién en
biocatalisis, méas concretamente, en la resolucion de mezclas racémicas para obtener
productos enantioméricos puros de interés para la industria farmacéutica.

El planteamiento de este objetivo general se debe a la presencia de diferentes
isoenzimas en las lipasas comerciales de Candida rugosa que pueden afectar a la
reproducibilidad de los resultados en los procesos biocataliticos donde se aplican
dependiendo del lote y origen del mismo. La homologia entre estos isoenzimas hace no
viable, desde el punto de vista industrial, su purificacion debido a los bajos
rendimientos que se obtienen, siendo la produccidén heterdloga de Lip2 una opcion

posible para evitar este problema.

Objetivos parciales:

3.1) Disenar la secuencia nucleotidica de lip2 que permita la expresion del
gen lip2 recombinate en P. pastoris sin errores de traduccion, para los
aminoacidos serina y la adaptacion global del uso de codones de Candida

rugosa a Pichia pastoris.

3.2) Sintesis del gen lip2. Para ello hay que adaptar el codon de aminoéacidos
para serina de Candida a Pichia, debido a que Candida posee un codigo
genético no universal para el amino 4cido serina y la optimizacion del uso de

codones para su expresion funcional en Pichiay E. coli.

3.3) Subclonaje del gen sintético lip2, inicialmente clonado en el plasmido
pUC19 de E. coli, al vector de expresion pPICZa. para obtener asi el vector
pPICZalip2 bajo el control transcripcional del promotor AOX en una cepa de
Pichia pastoris de fenotipo Mut'. Seleccion de los clones transformantes

productores de rLip2 en cultivos en matraces Erlenmeyer.
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3.4) Optimizacion de las condiciones de fermentacion en cultivos en
discontinuo.
3.5) Produccion de la Lip2 recombinante en cultivos en discontinuo

alimentado a elevadas densidades celulares a escala birreactor de laboratorio (5

litros).
3.6) Disefio del proceso de separacion y purificacion de la rLip2 producida.
3.7) Caracterizacion bioquimica y funcional del productor recombinante.
3.8) Evaluacion del proceso de inmovilizacion de la isoenzima.
3.9) Estudio de la estabilidad de la rLip2 y comparacién con la Lip2 nativa y

otras isoenzimas de Candida producidas de forma recombinante tanto en

solucion como inmovilizada.

3.10) Aplicacion de la rLip2 en la resoluciéon de mezclas racémicas de
antiinflamatorios no esteoidales e intermediarios quirales de interés en la

industria farmacéutica en reacciones de sintesis en medio orgénico.
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4.1.- Cepas y medios de cultivo.

Se utilizaron tres cepas en el curso de los diferentes experimentos: la cepa de la
eubacteria Escherichia coli DH5a [F" end A1 hsdR17 (rk’, mk") sup E44 thi” A gyrA96
relAl A (argF" laczya)U169] para amplificar los distintos plasmidos construidos. Para
la expresion de la proteina rLip2 en Escherichia coli (E. coli) se utilizé la cepa E. coli
BL21 (DH3). E. coli fue cultivada en todos los casos en Erlenmeyers a 37° C a 200 rpm
en medio LB (Tabla 4.1). La levadura Pichia pastoris X33 (fenotipo salvaje, Mut'; esta
cepa es isogenica a la cepa autotrofica para histidina GS115, Invitrogen, en la cual se
revirtid su auxotrofia, ref. Pichia protocols) se cultivé en Erlenmeyers en medio YPD
(Tabla 4.2) para crecimiento celular y BMM (Tabla 4.3) para inducciéon de la
produccion de la proteina en cultivos de pequefia escala. Para los cultivos en
biorreactores discontinuos se utiliz6 medio BMM (Tabla 4.3); para los cultivos en
biorreactores discontinuos alimentados se utilizo medio Invitrogen (Tabla 4.4 y 4.5), se
prepararon soluciones stock tanto para biotina (500X, con una concentracion de 400
mg/L), como para el antiespumante J673 (Strucktol ref. 02041) (stock 1000 X,
concentracion de 10mg/L); el cultivo indculo para las diferentes fermentaciones se

cultivé en Erlenmeyers en medio YPD.

Tabla 4.1.- Medio de cultivo LB para E. coli

Reactivo concentracion (g/L) Proveedor | Referencia
Triptona 10 OXOID LP0037
Extracto de levadura 5 OXOID L0021
NaCl 10 Panreac 121659
Agar-agar 20 OXOID LPOO11
(al realizar placas)

Al medio LB se le adicionan 50 pg/mL de Zeocina para seleccionar los transformantes

de E. coli, en estos casos no se le agrega NaCl al medio.

Tabla 4.2.- Medio de cultivo YPD para P. pastoris

Reactivo Concentracion (g/L) Proveedor Referencia
Glucosa 20 Quimivita GI1/0045 QP
Peptona 20 OXOID L-37
Extracto de levadura 10 OXOID L-21
Agar-agar (al realizar placas) 20 0OXOID LP0011

Para el medio YPD la glucosa se autoclave por separado para evitar su caramelizacion,

luego se mezclan las soluciones alcanzando el volumen deseado.

zeocina (100 pg/mL) para seleccionar los transformantes deseados.

Se le adicionan
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Tabla 4.3.- Medio de cultivo BMM para P. pastoris, se indica la cantidad de
reactivo en peso 0 volumen por litro de solucion.

Reactivos Peso o volumen (g 6 mL) proveedor Referencia
Tampén fosfato de 100 mL
potasio 1 M
(NH4),804  (1M) 100 mL Panreac 141140
Metanol 10g Panreac 161091
YNB (Yeast Nitrogen 1,34% (p/v) Difco 223054
Base w/o_aa and amonium)
H,O 800 mL

La concentracion de metanol se regula de acuerdo al objetivo de la experiencia. Medio

esterilizado por filtracion (didmetro de poro 0.22 pum). El tampon fosfato se prepara

mezclando K;HPO,4 (Panreac, ref. 132333) y KH,PO4 (Panreac ref. 141509) ambos 1M,

la mezcla se realiza partiendo de la solucion de KH,PO4 y afiadiendo K,HPO,4 hasta

alcanzar el pH deseado.

Tabla 4.4.- Medio de cultivo Invitrogen para P. pastoris

Reactivos concentracion Proveedor Referencia
(g/L)
Sales base del medio
KH,PO, 13,2 Panreac 141509
Ko,HPO, hasta pH 6,5 Panreac 132333
CaS0Oy4 0,93 Panreac 121253
MgSO,4 * 7TH,0 4,7 Panreac 131404
K,SO4 18,2 Panreac 141532
KOH 4,13 Panreac 141515
H;PO4 (85%) 26,7 mL Panreac 131032
NH4OH (30%) Control de pH Panreac 141130
Fuentes de carbono
Glicerol 20640 Panreac 141339
Metanol Panreac 161091
Biotina 500 X 1 mL por litro Sigma B4501
Solucion sales traza (X 1000) 2 mL por litro
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Tabla 4.5.- Solucion sales traza (x 1000) para el medio de cultivo Invitrogen para

P. pastoris.
Reactivos concentracion Proveedor Referencia
(g/L)

CuSO, * 5H,0 6,0 Merck 2790
Nal 0,08 Panreac 141726
MnSO, * 4H,0 3,0 Panreac 131413
Na,MoO4 *2H,0 0,2 Panreac 141701
H;BO; 0,02 Panreac 131015
FeSO,4+7H,0 65,0 R. Haen 31236
CoCl, 0,5 Merck 2539
ZnCl, 20,0 Panreac 141779

El medio de cultivo Invitrogen fue esterilizado por autoclave, anadiendo al final las
sales minerales trazas que también son autoclavadas y la solucion de vitamina (biotina)

que fue esterilizada por filtracion (diametro de poro 0,22 um).

Todos los medios de cultivo, el biorreactor Braun Biotech International modelo Biostat
B y los materiales que asi lo requiriesen se esterilizaron por autoclave a 121 °C durante
30 min en un autoclave Varilav 400 (Varioklav, Munich, Alemania), excepto los casos

en que se indica expresamente otro sistema de esterilizacion.

4.2.- Métodos de Biologia Molecular.

4.2.1.- Sintesis del gen lip2 mediante PCR.

La técnica de la PCR (Fig. 4.1) fue desarrollada en 1985 por Kary Mullis y es en la
actualidad una de las técnicas de biologia molecular méas ampliamente usadas (Griffiths
et al., 2000). El objetivo de esta técnica es obtener un gran numero de copias de un
fragmento de DNA particular, partiendo de un minimo, en teoria, de una tinica copia de
ese fragmento. En esencia, la técnica de la PCR sirve para amplificar DNA. Tras la
amplificacion, resulta sencillo identificar el origen del DNA sea este procedente de

virus y/o bacterias, identificar personas o hacer investigacion cientifica sobre el DNA
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amplificado o sintetizar un DNA aplicandole las modificaciones deseadas como es
nuestro caso.  Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las DNA
polimerasas para replicar hebras de DNA, y usa ciclos de alta y baja temperatura para
separar las hebras de DNA recién formadas entre si tras cada fase de replicacion y, a
continuacion, dejar que vuelvan a unirse a la polimerasa para que vuelvan a duplicarlas.
Para que la técnica de la PCR funcione se necesita abundante suministro de bases de
nucleodtidos y dos cebadores, que son secuencias cortas de unos veinte nucledtidos y que
se usan para iniciar la reaccion de sintesis. En primer lugar, se calienta la mezcla para
separar las hebras de DNA (el DNA se desnaturaliza) y a continuacién se enfria la
solucion, lo que permite que los cebadores se unan a las partes adecuadas de la hebra de
DNA. Para terminar, se aumenta la temperatura hasta el valor en que puede actuar la

polimerasa, y sobre la plantilla crece una hebra nueva complementaria (Fig. 4.1).

La PCR, aparte de ser una técnica para la amplificaciéon y manipulacion de secuencias
de DNA existentes, también, sirve para la creacion de nuevos fragmentos de DNA (Fig.
4.2), partiendo de una secuencia de acido nucleico determinada. Asi, dados una serie de
oligonucle6tidos con sus secuencias parcialmente complementarias, dichos
oligonucleo6tidos pueden hibridarse parcialmente, y usarse de molde para generar y
amplificar un nuevo fragmento de DNA, a través de varios ciclos de amplificacion en

PCR (ver figura 4.1).

La capacidad para generar in vitro un fragmento de DNA tiene variadas aplicaciones.
Un ejemplo de estas aplicaciones es la sintesis de novo del gen sintético para la proteina
Lip2 de C. rugosa, donde el disefio de su secuencia nucledtidica se ha basado en el uso
de los codones que son preferentemente utilizados en el organismo huésped utilizado
para la expresion de la proteina recombinante (P. pastoris). Ademas, se afiadieron tres
dianas de restriccion, ECORI, Notl y Hind III, (Tabla 4.6) en los extremos del gen
disefiado para facilitar asi la posterior clonacién del fragmento de PCR en un vector
plasmidico. No obstante, dado el tamafio de rlip2, unas 1600 pb, su proceso de sintesis

era complejo y por ello fue realizado por la empresa alemana Biospring.
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Fig. 4.1. Esquema de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). 1 El DNA que
contiene la secuencia diana es desnaturalizado por temperatura. 2 Union de los cebadores
sintéticos (primers) cuyas secuencias son complementarias a los extremos 5'y 3'de la secuencia
que se desea amplificar. 3 La Taq polimerasa sintetiza las primeras cadenas complementarias de
la reaccion, las dos primeras cadenas tienen un tamafio variable, debido a que carecen de una
seflal de termino comun extendiéndose mas alla de la secuencia diana delimitada por los
cebadores. 4 Las moléculas de doble cadena se desnaturalizan de nuevo exponiendo cuatro
sitios de union para los cebadores, los dos cebadores vuelven a unirse a la secuencias
complementarias en los extremos 3° de la region diana, sintetizando la Taq polimerasa dos
cadenas complementarias, con la longitud exacta de la secuencia diana, pudiendo repetirse en
ciclos indefinidamente obteniendo cada vez un mayor numero del tramo doble hebra de la
secuencia deseada, e indicada con los cebadores.
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Fig. 4.2.- Descripcion en dos pasos del método de PCR para la construccion del gen
sintético. A.- Esquema de la orientacion de los oligonucleotidos superpuestos para la
primera reaccion de PCR. B.- Diagrama de extension de los oligonucleotido durante el
ciclo inicial de la primera PCR. C.- Esquema del disefio y orientacion de los primers
de los extremos para la segunda PCR. Adaptado de White, 1993.-

Tabla 4.6.- Enzimas de restriccion, su origen y sitios de corte.

Enzima Origen Sitio de Resultado del
Bacteriano Reconocimiento Corte
EcoRI Escherichia coli 5"GAATTC 5"---G AATTC---3"
3"CTTAAG 3"-——CTTAA G---5"
Hindl11 Haemophi lus S5"AAGCTT 5°---A AGCTT---3"
influenzae 3"TTCGAA 3"-—-TTCGA A---5"
Notl Nocardia 5*GCGGCCGC 5"——-GC GGCCGC---
otitidis 3"CGCCGGCG 3"
3"-—-CGCCGG CG--—-
s
Sall Streptomyces 5*GTCGAC 5"——-G TCGAC---3*
albue 3"CAGCTG 3"-—-CAGCT G---5"

La secuencia de DNA correspondiente a la proteina lipasa 2 recombinante (rLip2) fue
sintetizada por BioSpring mediante la técnica de PCR. BioSpring clono el gen rlip2 en
el plasmido pUC19 (Fig. 4.3), obteniendo el plasmido pUC19rlip2 a partir de cultivos

de los transformantes de E. coli aislados.
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4.2.2.- Modificacion del DNA plasmidico.
Las reacciones de digestion con EcORI, Notl y Sall (Tabla 4.6) y de ligacion de DNA

con ligasa T4 se realizaron con enzimas de la casa Roche Diagnostics siguiendo las

instrucciones del fabricante.

4.2.3.- Purificacion del DNA plasmidico y fragmentos de DNA.

Las extracciones de DNA plasmidico se realizaron con el Plasmid Extraction Kit
(Qiagen), segun las instrucciones del fabricante para Mini- y MidiPrep. El DNA
precipitado se resuspendid6 en 100 puL de agua miliQ estéril. Para recuperar los

fragmentos de DNA de los geles de agarosa se utilizo el Gel Extraction Kit (Qiagen).

La secuenciacion del DNA correspondiente a la region de insercion 5° de lip2 en el
plasmido pPICZa se llevo acabo en el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

(CSIC) de Barcelona utilizando los siguientes cebadores:

5' GACTGGTTCCAATTGACAAGC3' y 3'TCATAGAAGCTTCCTAGGGT 5'

4.2.4.- Subclonacion de lip2 en pPICZo. y transformacion de P. pastoris.

El plasmido pPUCI19lip2 fue el material de partida para la subclonacion en nuestro
laboratorio del gen rlip2 sintético en un vector de expresion de P. pastoris,
pPICZa (Invitrogen). Asi pues, se cortd la secuencia de DNA correspondiente a lip2 en
el plasmido pUCI19 (Fig. 4.3) mediante enzimas de restriccion ECORI y Notl, y se
insertd por ligacion en el plasmido pPICZa (Fig. 4.4) previamente digerido con las
mismas enzimas de restriccion, constituyendo de esta manera el plasmido pPICZarlip2.
Esta ligacion se us6 para transformar E. coli DH5a mediante eletroporacion, utilizando
un electroporador Gene pulser System, BioRad, bajo las condiciones que recomendadas
por el fabricante (Tabla 4.7). Ello permiti6 aislar transformantes resistentes a zeocina
en placas de LB-zeocina, y purificar pPICZalip2 a partir de cultivos en Erlenmeyer de
los mismos. El plasmido pPICZalip2 purificado se linearizd con la enzima de
restriccion Sall (Tabla 4.6) y mediante electroporacion se transformo la levadura P.
pastoris, y se seleccionaron los transformantes resistentes a zeocina en placas de YPD-
zeocina, se ha recordar que en nuestro caso la zeocina es nuestro marcador de

transformantes, es decir, que tanto las E. coli como las P. pastoris transformantes

65



Materiales y Métodos

positivas pasaran a ser resistentes a la zeocina (Fig. 4.5) y de esta manera tenemos una
manipulacién més precisa de nuestras cepas. La zeocina es un antibiotico de la familia
de la bleomicina, la resistencia a este antibiotico esta conferida por el gen Sh ble que
codifica una proteina de 13.665 Da. En las células que expresan esta proteina, esta se
une a la zeocina protegiendo el DNA celular en su proceso de division. La zeocina
puede ser utilizada para la seleccion de lineas celulares de mamiferos, insectos,
levaduras y bacterias. La cantidad necesaria para ser utilizada varia entre 50-2000
ug/mL dependiendo de las células a seleccionar, nosotros utilizamos 50 pg/mL, para E.
coliy 100 pg/mL para P. pastoris.

El plasmido pUC19 (Fig. 4.3) es un vector de clonacion general para E. coli, presenta
un origen de replicacion para este microorganismo y que le permite su replicacion
autonoma en E. coli. El plasmido pPICZa (Fig. 4.4) es un vector de expresion para P.
pastoris, que a su vez es un vector lanzadera entre E. coli y P. pastoris. Se puede
replicar de forma autéonoma en E. coli (pUCori) permitiendo una mejor manipulacion y
amplificacion; al no presentar un origen de replicacion funcional en P. pastoris,
necesariamente se integra en el genoma de P. pastoris, al transformar este
microorganismo con el pPICZa, concretamente en el locus aox1, por recombinacion

homologa.

Eco01091 2674 BstAPl 179
Aatll 2617
Sspl 2501

Pdml 2294

Begl 2215
Scal 2177

Sapl 883

Afflll, BspLU11I 806

Gsul 1784

Ciriol 1779
Eco31l 1766
Eanm105] 1694

Cail 1217

Fig. 4.3.- Estructura del plasmido pUC19. Se aprecian en el esquema la ubicacion de las
enzimas de restriccion, la secuencia pMB1 responsable de la replicacion del plasmido, el gen bla, que
codifica para una beta-lactamasa que confiere resistencia a la ampicilina, la secuencia del gen lacZ,
inducible por IPTG y activado por X-gal, como marcador de insercion, ya que en el se encuentra el
multipl clonig sites (MCS). Mas informacion en:
http://www.fermentas.com/techinfo/nucleicacids/mappuc1819.htm
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BxHis @ |

Fig. 4.4.- Estructura del plasmido pPICZa. Se observa la secuencia sefial del factor alfa, las
enzimas de restriccion, el sitio de clonacion, unido a la secuencia codificadora para la cola de histidina y
luego la secuencia stop, la secuencia para el promotor AOXI, la secuencia codificadora de resistencia
para zeocina, la region de termino de transcripcion CYC1 y los promotores TEF1 y EM7, la secuencia
para Sal 1, se encuentra al interior de la secuencia del promotor AOX1, permitiendo una recombinacion
homologa en P. pastoris. Mas informacion en :
http://www.invitrogen.com/search/index.cfm?fuseaction=search.simplesearch&searchterm=pPICZ
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Fig. 4.5.- Esquema molecular de la Zeocina, antibiotico utilizado como marcador de
seleccion tanto para cepas de E. coli como de P. pastoris.
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4.2.5.- Clonacion del gen lip2 para la expresion en E. coli.

Para la expresion de lip2 en E. coli, dicho gen se aislo a partir del plasmido pUC19rlip2,
clonado en E. coli DH5a, mediante una doble digestion enzimatica con endonucleasas,
Not I y Eco RI (Tabla 4.6). El fragmento de DNA purificado que contenia el gen rlip2
se ligo con el vector de expresion pET21 (Novagen) (Fig. 4.6) previamente digerido con
las mismas enzimas de restriccion. De esta manera se obtuvo el vector pET21rlip2.

La cepa de E. coli BL21 (Novagen) fue trasformada con el plasmido pET21rlip2
mediante electroporacion; la resistencia a la ampicilina como marcador nos permitio6 la

seleccion de transformantes.

4.2.6.- Produccion de rLip2 en E. coli.

La induccion y produccion de la proteina rLip2 se realizé como recomienda el Manual
NOVAGEN pET System Manual
(http://www.thcrc.org/science/labs/hahn/methods/biochem_meth/pet.pdf).

1. Se procedi6 a inocular 8 Erlenmeyers de 2 L de volumen, con 200 mL de LB
cada uno, con volumen de 10 mL de un cultivo pre-inoculo de 100 mL de E. coli
BL21 pET21rlip2, se incubo a 37 °C y 250 rpm por 5 horas aproximadamente.

2. Se procedio a esperar que el cultivo se encontrara a una densidad Optica entre
0.5 y 0.8, se realizé inducciéon mediante IPTG 0.1 mM, induccién por 4 horas, se
dispuso el medio de cultivo ocupando un 10% del volumen de los respectivos
matraces. Matraces que en todos los casos presentaban deflectores para una
mejor aireacion del cultivo y con ello un mayor crecimiento.

3. Posterior ha lo cual se procedi6 a poner el matraz en hielo por 5 min.

4. Se centrifugo 5 min a 5000 x g y se recolectaron las células.

5. Se resuspendieron las células en 0,25 volumenes (con respecto al volumen
inicial) de 20 mM Tris-HCI pH 8,0 (frio) y se volvio a centrifugar.

6. Se almaceno el pellet en dos recipientes para los posteriores analisis.
La purificacion de la proteina rLip2 producida en E. coli (proteina con cola de histidina)

se realizo mediante dos técnicas en una resina con afinidad de metales quelados, la

primera mediante gradiente de pH en tampo6n con alta carga de urea y el segundo
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mediante imidazol, en ambos caso se realizé el cambio de tampon en gradiente, para asi

aumentar la capacidad de resolucion del método.

Protocolos de purificacion de la proteina rLip2 producida en E. coli.

1. En ambos casos, se partido con una desnaturalizacion de las proteinas utilizando
2,5 volumenes (en relacion al pellet) de la solucion de urea 8M con 20 mM de
tampon fosfato de sodio a pH 8,0 por 60 min, trabajando a temperatura
ambiente.

2. Se centrifugo el lisado a 10.000 x g por 30 min a temperatura ambiente y se
recupero el sobrenadante.

3. La columna de afinidad Histrap (1 ml volumen interno, GE Healthcare) se
equilibré con 10 mL de NiSO4 0.1 M, posterior a lo cual se lavo con 10 mL con
agua destilada.

En cada caso el volumen de carga de las muestras con las proteinas en la columna

fue de SmL.

4.2.6.1.-Purificacion por gradiente de pH.
e Se lavo la columna con 3 volimenes (3 mL) de la solucion Urea 8 M con 20
mM de tampon fosfato de sodio a pH 6,5 y se procedio a realizar el gradiente
con el tampon de elucion (Urea 8 M, 20 mM fosfato de sodio pH 4,5);
colectando la elucion en cada momento en volumenes de 2 mL con un

caudal de 1 mL/min.

4.2.6.2.-Purificacion por gradiente de Imidazol.
e Se lavo la columna con 3 volumenes (3 mL) de tampdn imidazol (20 mM
sodium phosphate, 0.5 M NaCl, 10 mM Imidazol, pH 7.4) y se procedio a
realizar el gradiente con el tampon de elusion (0.5 M NaCl, 500 mM
imidazol, 20 mM fosfato de sodio pH 7.4); colectando el volumen de elucion

en cada momento en volimenes de 2 mL.

En ambos caso como ultimo paso de purificacion se realizo una cromatografia de gel
filtracion. En este tipo de cromatografia la fase estacionaria es un gel, constituido por
particulas esféricas homogéneas de gel de dextrano, polimero ramificado de glucosa

entrecruzado, que se comercializa con el nombre de SEPHADEX. Este gel se introduce en
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una columna como soporte cromatografico, las bolitas de gel tienen poros de un
determinado tamafio en donde las moléculas de pequefio tamafio difunden a través de los
poros de las particulas del gel y por ello son retenidas en su paso por la columna y se
retarda su elucion. Las moléculas grandes no entran en los poros de las particulas del gel
y por ello eluyen rapidamente en lo que se denomina volumen de exclusion de la columna.
De esta forma, las moléculas se separan en funciéon de su tamafio, eluyendo en orden
decreciente de peso molecular. Cada gel presenta poros de distinto tamafio en nuestro
caso usamos Sephadex G-75, que separa moléculas entre 3.000 y 70.000 Da, las

moléculas mayores de 70.000 Da no pasara a través de los poros de las esferas.
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Fig 4.6.- Estructura del plasmido pET21. Se aprecia en la estructura del plasmido el multiple
cloning site delimitado por las secuencias para las enzimas de restriccion BamHI y XholI(158-203);
presenta la secuencia ATG de inicio y una secuencia codificadora His*Tag terminal (140-157), se
aprecia el sitio de origen £1(4903-5358) y el sitio ori (origen pBR322), la secuencia codificadora bla, que
otorga resistencia a la ampicilina y la secuencia lacl (640-1719) para la induccioén dela produccion de la
proteina recombinante. Mas informacion en : www.emdbiosciences.com/docs/docs/PROT/TB063.pdf
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4.2.7.- Electroforesis de DNA.

Las electroforesis en geles de agarosa se realizaron segun el protocolo de Sambrock et
al., 1992. Para separar los fragmentos de DNA por su peso molecular se prepararon
geles al 0.8% (p/v) de agarosa (Sigma ref. 05077). Utilizando tampén TAE (40 mM
Tris'HCIL, 20mM 4cido acético, 2 mM EDTA, pH 8.3) como tampoén de corrida de
electroforesis. Como tampdn de carga se utilizo una solucion de glicina 30% (p/v), azul
de bromofenol 0.2% (v/v), EDTA 25 mM, pH 7.5. El gel de agarosa se prepard con un
0,01% v/v de bromuro de etidio para visualizar las bandas y se fotografié con un equipo
Electrophoresis Documentation and Analysis System 120 (Kodak) y el ID Image
Analysis Sofware (Kodak). Como marcador de peso molecular se utilizd una
preparacion de 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen) al 10% (v/v), 70% H,O y tampon de
carga al 20% (v/v).

4.2.8.- Transformacion de E. coli y P. pastoris.
4.2.8.1- Transformacion de E.coli.

Preparacion de células competentes de E.coli

1. Cultivar durante toda la noche de células DH5a en medio LB

2. Inocular 20 mL de medio 2x YPD con 0,2 mL del cultivo de toda la noche, dejar
en agitacion a 37 °C hasta llegar a una DOssg de 0.6.

Repartir en dos tubos de 10 mL y centrifugar 10 min a 5000 rpm a 4 °C.
Decantar el sobrenadante y resuspender las células en 2 mL de HyOniiiq estéril.

Anadir glicerol estéril hasta el 10% del volumen

A

Hacer alicuotas de 50 6 100 pL en condiciones estériles y congelar a -80 °C.

Electrotransformacion de E. coli

7. Poner 0,5 mL de medio LB a 37 °C para la transformacion y descongelar en frio la
alicuota de células competentes a utilizar.

8. Agitar suavemente y en frio de 1 a 5 pL de DNA ligado y las células
electrocompetentes.

9. Transferir las células y el DNA a una cubeta de electroporacion, previamente
enfriada en hielo y aplicar un pulso de corriente segun recomendaciones del

fabricante del electroporador para E. coli Tabla 4.7.
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10.

11.

12.

Retirar la cubeta de la cadmara de electroporacion y anadir inmediatamente 0.5 mL
de medio LB previamente calentado a 37 °C y resuspender suavemente las células.
Transferir por decantacion las células a un tubo eppendorf estéril e incubar durante
1 h a37°C sin agitacion.

Sembrar con rastrillo en placas con medio LB y el antibidtico correspondiente,
ampicilina para el plasmido pUCI9 o zeocina para el plasmido pPICZa; la
seleccion de las posibles cepas en las placas se realiza utilizando el asa de

Disbralsky.

4.2.8.2.- Transformacion de P. pastoris (Higgins and Cregg, 1998).

Preparacion de células competentes de P. pastoris

1.

Se inocula 10 mL de medio YPD con una alicuota fresca de P. pastoris y se cultiva
toda la noche.

El cultivo de toda la noche se utiliza para inocular 500 mL YPD en un matraz de 2
L, partiendo de una DOgyo= 0,1 hasta llegar a una DO = 1,3-1,7.

Centrifugar el cultivo a 2000 xg y a 4 °C y resuspender las células en 100 mL de
YPD + 20 mL de Hepes (1 M, pH 8,0)

Adicionar 2,5 mL de DTT 1M y agitar suavemente, durante 15 min a 30 °C.

Llevar a 500 mL con H,O destilada estéril. Centrifugar a 2000 xg y 4 °C y lavar con
250 mL de H,O destilada estéril, luego en 20 mL de sorbitol 1 M y resuspender en
0,5 mL de sorbitol. Se realizan alicuotas de 40 uL que se almacenan a —80 °C, para

su posterior transformacion por electroporacion.

Transformacidon

6.
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Para realizar el proceso de transformacion mediante electroporacion se adiciona 0,1
ug de la muestra de DNA en 5 pL de HyOnilig 6 tamp6n Tris-HC1 10 mM EDTA 1
mM (pH 7,5), en tubo conteniendo 40 uL de células competentes, luego transferir a
una cubeta de electroporacion previamente enfriada en hielo, se aplica un pulso de
corriente segin recomendaciones del fabricante del electroporador para las
levaduras (Tabla 4.7).

Inmediatamente se ha de adicionar 1 mL de sorbitol 1M y transferir el contenido de
la cubeta a un tubo estéril de 1,5 mL.

Se han de sembrar a la brevedad las células en placas petri conteniendo medio YPD

con zeocina; se dejan incubar por 4 dias y se analizan los transformantes que se
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desarrollen en las placas, realizando cuatro resiembras sucesivas para confirmar la
pureza del cultivo y la integracion del plasmido. Posteriormente, se realizo cultivos
en Erlenmeyer en medio BMM de los clones aislados para analizar los niveles de
actividad lipasa en relacion a biomasa, para determinar asi el clon mas optimos para
los cultivos en fermentadores.
Las cepas generadas en cada etapa de experimentacion se conservaron en crioviales con
20% de glicerol y a —80 °C y su observacion microscopica se realizaron con un
microscopio Zeiss equipado con un sistema de video y un software para capturar
imagenes.
Tanto para la transformacion de E. coli como de P. pastoris se utilizé un electroporador

Gene pulser, Biorad (Fig. 4.7), con cubetas de 2 mm.

Tabla 4.7.- Parametros para electroporacion para E. coli y P. pastoris

Microorganismo | Volumen de Voltaje de | Capacitancia | Resistencia F. de campo
muestra (uL) | carga (V) (uF) (®)] (KV/em)
E. coli 50 2500 25 200 12.5
P. pastoris 40 1500 25 200 7500

Fig. 4.7.- Electroporador, equipo utilizado para la integracion de material genético
tanto para E. coli como para P. pastoris.
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4.3.- Cultivos de Pichia pastoris.

4.3.1.-Cultivos en matraces Erlenmeyer para seleccion de cepas productoras de

rLip2.

Se realizaron cultivos de P. pastoris a pequefia escala, en matraces EErlenmeyer, para la
seleccion de cepas productoras de la proteina de nuestro interés (rLip2) y para iniciar las
fermentaciones en biorreactores. En ambos casos se procedid de la siguiente manera:
Para la seleccion clonal, se sembraron las cepas de P. pastoris desarrolladas posterior a
la transformacion en placas YPD zeocina al 2% de agar, proceso llevado acabo en una
camara de flujo laminar Telstar BH-10 (Telstar, Terrassa, Espafia), con 20 ul del stock,
por placa petri, almacenado a -80 °C en una solucion rica en glicerol, tal como
recomienda el manual de Invitrogen (Pichia fermentation manual). Las placas se
dejaron incubar durante 72 h en una estufa a 30 °C. A partir de las colonias
desarrolladas se inocularon matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio
YPD zeocina incubando los matraces a 30 °C de temperatura y 250 rpm de agitacion
durante 24 h en un incubador orbital Memmert BKE 40 (Memmert, Schwabach,
Alemania), posterior a lo cual se centrifugaron a 8000 rpm durante 10 min para separar
el medio de las células, en una centrifuga Heraeus Sepatech Megafuge 1.0 (Sepatech,
Hanau, Alemania); éstas células se resuspendieron en 100 mL de medio BMM, es decir,
en presencia de substrato inductor de la expresion de rlip2, para cuantificar actividad
lipasica extracelular especifica de cada cepa y asi discernir en base a la actividad
lipasica especifica la mejor cepa productora. En el caso que el cultivo-indculo en YPD
fuera dirigido a una inoculacion de un biorreactor, se inocularon matraces Erlenmeyer
de 1000 mL con 250 mL de medio YPD zeocina, incubando los matraces a 30° C de
temperatura y 250 rpm de agitacion durante 24 h, posterior a lo cual se centrifugaron a
8000 rpm durante 10 min para separar el medio de las células, las cuales se
resuspendieron en 100 mL de PBS pH 7.0 para inocular el correspondiente biorreactor.
En todos los experimentos con P. pastoris se utilizaron Erlenmeyers con deflectores

para mejorar la aireacion del cultivo (Villatte, F. et al., 2001).

4.3.2.- Cultivos de P. pastoris en fermentadores.

4.3.2.1.- Biorreactor discontinuo (batch): Para los cultivos en discontinuo se utilizd un

fermentador Braun Biotech International modelo Biostat B (Fig. 4.8) con una cuba de

dos litro de volumen operativo, utilizandose un volumen inicial de fermentacion de 1,5
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litros. Este sistema de cultivo de utiliz6 para realizar una primera serie de cultivos en
medio BMM a distintos pHs 5,5; 6,5 y 7,5 ajustado inicialmente con un tampén fosfato
de potasio y controlado durante el cultivo mediante HC1 0,5 M y NaOH 0.5 M. Los
cultivos se realizaron a una temperatura de 30 °C, con una consigna de aireacion de 1,5
L/min y una agitacion de 800 rpm.

Para la caracterizacion preliminar de rLip2 se realizo una fermentacion en batch en un
fermentador Braun Biotech International modelo Biostat B con una cuba de cinco litro
de volumen operativo, utilizdndose un volumen inicial de fermentacion de 3,5 litros,
bajo las mismas condiciones que para los ensayos de pH.

El reactor se esterilizo por calor mediante autoclave con el tampon fosfato en su interior
agregando posteriormente el resto de los componentes del medio BMM esterilizados
mediante filtracion con filtro millipore 0.22 um de diametro de poro (Sterivex-Gp 0.22
um polyethersulfone with Bell out Radio Sterilized). EI indculo se obtuvo a partir de
un cultivo en matraz Erlenmeyer de 1 litro con 200 ml de medio YPD incubado por 24
horas a 30 °C y 250 rpm de agitacion. El cultivo inoculo se centrifugé a 8000 rpm

durante 20 min, resuspendiendo las células en 100 ml de agua destilada estéril para su

inoculacion en el reactor.

Fig. 4.8.- fermentador Braun Biotech International modelo Biostat B, para los
cultivos en discontinuo.
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4.3.2.2.- Biorreactor discontinuo alimentado (fedbatch): Para nuestro estudio la

realizacion de las fermentaciones en el sistema discontinuo alimentado, se utilizo un
fermentador B. Braun modelo Biostat ED. El fermentador se compone de una cuba de
5 litros y de una unidad de control DCU conectada a un ordenador (Fig. 4.9) donde se
encuentra operativo un software desarrollado en el grupo de investigacidon registro
propiedad intelectual 021200412951. Este software permite controlar los pardmetros de
la fermentacion, el rango de pH al cual se desea trabajar, el caudal de aire y la agitacion
entre otros. También se puede controlar el equipo de adicion de los caudales de
alimentacion formado por dos microburetas de 100 y 500 uL. Igualmente se dispone de
la medida en linea del CO; producido y del O, consumido mediante un equipo de
deteccion de gases (Multor 610, Hamburgo, Alemania) conectado al fermentador y que
permita registrar las sefales correspondientes en un ordenador. En paralelo, monitoriza
y controla la sefial de metanol proveniente de un analizador en linea de metanol (MC-
168, PTI Instruments Inc., Kathleen, USA), que utiliza un sensor de metanol TGS 822
(TGS 822, Figaro, Osaka, Japon). El control de la adiciéon de metanol esta dado por un
controlador proporcional Integral (controlador PI) que permite una respuesta rapida y de
bajas oscilaciones para asi mantener una concentracion lo mas cercana a la consigna
dada para la fermentacion en el periodo de inducciéon. Con este sistema de
monitorizacion y control se puede seguir eficientemente el desarrollo de la fermentacion

en linea.

Fig. 4.9. Reactor discontinuo en cultivo de P. pastoris. Se aprecia en la figura las
microburetas de alimentacion y la unidad de control de parametros DCU, ademas del
ordenador de control de fermentacion.
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4.3.2.3.- Protocolos de fermentacion (Cos., 2005).
A continuacién se presentan los pasos que se han de realizar de forma cronoldgica para

proceder a las fermentaciones en discontinuo y discontinuo alimentado.

4.3.2.3.1.- Pre-inoculo.

Las cepas utilizadas en este trabajo experimental son conservadas en pequeias
cantidades (recipientes de 1 6 2 mL) a -80°C en un medio rico en glicerol, tal como
recomienda el manual de Invitrogen (Pichia fermentacion manual). De estos recipientes
se cogen 10 6 20 pL, que se extienden sobre una placa de petri YPD-Zeocina en
condiciones estériles. La placa se ha de mantener durante 48 horas dentro de una estufa
a 30°C, tapada con parafilm o con papel aluminio para evitar que la circulacion de aire
dentro de la estufa seque el agar.

A continuacion, se disuelven 0,5 g de extracto de levadura y 1 g de peptona en 40 mL
de agua destilada en dos Erlenmeyers de 250 mL. Se tapan los dos Erlenmeyers con
tapas de algodon y papel, y se autoclavan a 121°C durante 30 min.

Una vez frios se cogen, bajo condiciones estériles (Camara de flujo), 5 ml de glicerol
10X y 5 mL de fosfato de potasio 1 M pH 6,0; los dos previamente esterilizados a
temperatura ambiente. Mediante una jeringa de 1 ml con un filtro de liquido estéril de
0,45 um (Milipore, Bedford, USA), se introducen al medio unas 4 6 5 gotas de la
solucion de Biotina 500X.

Finalmente, se inoculan los matraces con un par de asas llenas de levaduras cogidas
desde la placa petri. Una vez inoculados se introducen en el incubador orbital a 30°C y

250 rpm durante 24 h.

4.3.2.3.2.- Inoculo.

Dentro del recipiente del fermentador B. Braun Biolab se disuelven en 300 mL de agua
destilada, 5 g de extracto de levadura y 10 g de peptona. El reactor se autoclave con el
medio en su interior, dejando una entrada semi-abierta para evitar sobrepresion.
Conjuntamente con el reactor también se autoclave en embudo que se pueda introducir
en alguna de las entradas del reactor, una probeta de 100 ml y dos potes de centrifuga de
250 mL (todo este material ha de ser envuelto en papel de aluminio para conservar

posteriormente su esterilidad).
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Se introducen al fermentador en condiciones estériles, 100 mL de Glicerol 10 X, 50 mL
de fosfato de potasio, ambos utilizando la probeta estéril, y 1 mL de Biotina 500X con
jeringa y filtro de baja adsorcion proteica.

Transcurrido el tiempo de cultivo de los Erlenmeyers, se sacan del orbital y se mira su
absorbancia al espectrofotdmetro a 600 nm para conocer cual es la concentracién de
biomasa aproximada. Haciendo una dilucion 1:20, la absorbancia ha de estar sobre 0.7
— 0.8 para conseguir que todo el proceso de fermentacion sea reproducible. En el caso
que sea inferior o superior, se ha de poner el volumen necesario de agua destilada estéril
para conseguir una concentracion de microorganismos igual a la absorbancia
recomendada en 50 mL.

Una vez ya se han introducido al interior del reactor la totalidad de los compuestos del
medio y la biomasa, se tapan todas las salidas, asegurdndose de esta forma de mantener
la esterilidad al interior del recipiente. Se conectan la entrada y la salida, ambas
protegidas por filtros de aire de 0.2 um (MiliporeFG, Bedford, USA) regulando el
caudal que pasa del difusor entre 2 y 3 L-min”". La temperatura de trabajo fue de 30° C
y se mantiene un sistema de una manta térmica y un dedo frio, que calientan o enfrian
en el interior del biorreactor, respectivamente.

Por ultimo, se pone en marcha el condensador y el agitador a 800 rpm. EIl tiempo de

cultivo es de 24 h.

4.3.2.3.3.- Puesta en marcha del cultivo.
El protocolo a de seguir para realizar tanto el cultivo discontinuo como el discontinuo
alimentado (“fed-batch”) son idénticos en su fase inicial de arrancada. Lo Unico que les
diferencia es la utilizacién de diferente composicion del medio inicial, con las pequenas
modificaciones del protocolo que eso puede comportar.
Antes de proceder a la esterilizacion del reactor es necesario que los siguientes
complementos del fermentador sean esterilizados por separado en autoclave:
> Inyector de 3 vias (para la adiccion de base, el inoculo y el antiespumante) (al
menos dos de las vias han de estar preparadas para el funcionamiento con las
bombas peristélticas del Biostat ED). Todos los tubos han de estar cerrados con
llaves Hoffman y envueltos con papel de aluminio. En el extremo de los tubos es
necesario montar las agujas metalicas.
> Inyector de 1 via (para la adiccion de glicerol). El tubo cerrado con Hoffman y

envuelto con papel de aluminio.
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Los inyectores se tapan con las correspondientes capuchas metalicas para
mantener su esterilidad fuera del autoclave.

1 botella con septum de 1 L con agua destilada para ajustar el volumen a 3,5 L
después de inocular.

1 botella con septum de 500 mL con 300 mL de agua destilada (para el inoculo).

1 botella con septum de antiespumante.

1 botella con septum de 500 mL con HCI 1 M (para la esterilizacién quimica de la
microbureta).

1 botella con septum de 500 mL con NaOH 1 M (para la esterilizacion quimica de
la microbureta).

1 botella con septum de 500 mL con agua destilada (para la esterilizacién quimica
de la microbureta).

1 botella con septum de 500 mL vacia (para recoger el liquido sobrante de la
esterilizacion quimica de la microbureta).

2 potes de 250 mL de la centrifuga Beckman J2-21 M/E. Es necesario
esterilizarlos ligeramente abiertos y tapados con papel de aluminio.

La “T” de la salida de gases, todas las salidas necesitan que esten envueltas con
papel de aluminio.

1 botella con septum de 250 mL de glicerol 50% v/v.

Es necesario poner todo en una cesta metalica y esterilizarlo a 121° C durante 30 min.

Aparte, pero sin pasar por el autoclave se preparan las siguiente botellas.

>
>

1 botella con septum de 500 mL con etanol al 70%.

1 botella con septum de 1 L de metanol puro.

Segun la solucion a utilizar en funcidén del medio de cultivo, es necesario esterilizar o no
la botella. Por ejemplo, en el caso de la solucion de amonio al 30% no se puede
autoclavar y se puede utilizar directamente en la fermentacion.

A continuacion se procede al montaje del reactor con independencia del medio de
cultivo a utilizar. Es importante que en el proceso de preparacion de cualquier medio de
cultivo a utilizar, el glicerol sea el ultimo componente a adicionar, ya que se ha

comprobado que esto mejora la solubilidad de las sales inorganicas.

Preparacion del reactor

» Limpieza: es necesario limpiar con agua destilada el interior del reactor e intentar

sacar todos los precipitados que puedan haber quedado adheridos a las paredes de
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las palas y del serpentin. No se debe utilizar ni jabon, ni lejia, y en el caso que se
utilice se ha de grandes cantidades de agua destilada para evitar que queden restos
de estos componentes.

» Instalacion de las sondas:

A Sonda de pH: antes de colocar la sonda dentro del reactor es necesario calibrarla con
tampon pH 7,0 y pH 4,0 (Panreac, Castellar del Valles, Espafia). Para este fin, se
utiliza el menu del control digital de la DCU (calibation - pH).

A Sonda pO, (oxigeno disuelto): el calibraje de esta sonda se realiza después de la
esterilizacion. Lo que se ha de hacer antes de la esterilizacion es el cambio de
electrolito y sustituir la membrana en el caso que se vea deformada. Se ha de
comprobar que al conectar la sonda la medida va bajando progresivamente hasta

llegar a un valor aproximado del 70-80%. Si no es asi, se ha de substituir el

electrolito y la membrana.

Montaje del fermentador:

Para realizar el montaje y la preparacion del fermentador es necesario:

A Asegurarse que el cierre de la tapa del reactor esta en buen estado y sellado con
silicona.
Adicionar el medio inicial y enrasar a 3,5 L con agua destilada.
Colocar la tapa y atornillar las roscas de forma firme.
Colocar el manémetro, la valvula de seguridad, la entrada de aire con el filtro y el
condensador mas el portafiltros con el filtro en su interior.

A Asegurarse que el aire entra por la entrada superior del reactor y no se introduce por
el difusor situado en la parte inferior.

A Asegurarse que no circule agua por el condensador, (El grifo tiene que estar bien
cerrado).

A En el resto de entradas del fermentador colocar un septum con su correspondiente
tapa.

A Desconectar la salida de gases del fermentador que se dirige al equipo de presion y

al analizador.

Esterilizacion
A Antes de esterilizar se coloca la camisa metalica protectora alrededor del cilindro

de vidrio del reactor, como medida de seguridad.
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Es necesario asegurarse que todas las entradas/salidas del reactor estan bien
cerradas.

Se ha de comenzar el programa automatico de esterilizacion de la DCU (Batch
Process F1 (Esterilizacion) Start). El proceso mantendra el reactor durante 30

minutos a 121°C.

Conexion del equipo de gases (Multor 610, Hamburgo, Alemania): Conectar el equipo

de gases, para que se caliente progresivamente y esté operativo cuando se comience la

fermentacion.

A

IMPORTANTE: El tubo de los gases de salida del fermentador ha de estar
desconectado del control de presion y del equipo de andlisis de gases durante el
proceso de esterilizacion.

Finalmente se deja enfriar el reactor durante unas dos horas hasta que esté a

temperatura ambiente.

4.3.2.3.4.- Puesta en marcha del cultivo discontinuo.

Para realizar la inoculacion y como pasos previos es necesario:

A

Instalar el inyector de 3 vias en una de las entradas superiores del fermentador. En
las méaximas condiciones de esterilidad, se ha de colocar el inyector, atravesando
el septum y enroscando con fuerza para evitar fugas. Por uno de los canales
pasara la solucion de amonio al 30% (utilizado como base para controlar el pH a
6,5) y la otra via, servird para la inoculacion, después para agregar el agua y
enrasar a 3,5 L y finalmente para la adiccion puntual de antiespumante.

Ajustar el pH del medio. Algunos de los medios utilizados tienen un pH inicial
muy diferente a 6,5. Para ajustar el pH se ird agregando la base del medio
seleccionado (por uno de los canales del inyector de 3 vias) hasta llegar
aproximadamente a un pH de 6,3 (no llegar a pH 6,5; ya que todavia hay que
agregar el indculo, agua y las “Trace salts” que pueden canviar el pH).

Agregar por la salida de extraccion de muestras 15,5 ml de “Trace sals” con una
jeringa de 20 ml y filtro estéril de 0,45 pm (Milipore).

El calibrado de la sonda de pO, debe hacerse justo antes de inocular, y con el

reactor y la sonda de pO, a temperatura ambiente (si todavia estan calientes de
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esterilizacion, el calibrado no serd correcto). Para realizar el calibrado es

necesario seguir antes de todo los siguientes pasos:

o Poner la agitacion a la velocidad de 800 rpm. (Este valor se mantendra
constante durante todo el cultivo).

o Conectar la salida de gases del fermentador al equipo de presion, para que se
realice la fermentacion a una presion conocida. Con el objetivo de que el
gas llegue al equipo de analisis, se ha de conectar el modulo de control del
caudalimetro/controlador madasico, en wun valor de consigna de
aproximadamente 0,5 L-min™".

o Conectar el aparato de entrada de aire al reactor para conseguir que el aire
entre por el difusor.

J Conectar el control de caudal de aire a 4 L-min.

o Se espera unos 5 minutos (hasta que la lectura sea constante, se supone
estado estacionario). Se fija este valor a 100% de saturacion. (DCU,
Calibracion—p02—100%).

o Para conseguir el cero, es necesario cerrar la entrada de aire al fermentador y
substituirla por la entrada de nitrégeno puro. Mantener conectado hasta
llegar al estado estacionario. Comprobar que entren 4 L-min” y que el

control de presion se mantiene a una consigna del 10% (1,1 atm.).

Inoculacion:

A
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Centrifugacion del indculo (BIOLAB): Una vez transcurridas las 24 horas de cultivo
en el BIOLAB, es necesario centrifugarlo para cambiar de medio complejo a medio
sintético. Se trasvasa todo el medio a los 2 potes de la Centrifuga KONTRON de
250 ml previamente esterilizados y del mismo peso.

Los potes, una vez bien tapados se llevan a la Centrifuga (Centrikon H-401 ZK401,
Kontron Hermle, Zurich, Suiza), donde a 4° C y 8000 rpm por 10 min, se separa la
biomasa del resto del medio.

Volviendo otra vez a la cdmara de flujo, se elimina el liquido del centrifugado y se
resuspende la biomasa con el agua estéril de la botella estéril de 300 mL. Una vez
que toda la biomasa esta en suspension, se vuelve el liquido a la botella con septum

destinado al in6culo.
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Se introduce el liquido contenido en esta botella, mediante uno de los canales del
inyector de 3 vias con la bomba del equipo B. BRAUN. Seguidamente se conecta
este canal con la botella de agua estéril para arrastrar la biomasa adherida a las
paredes del canal. Se contintia introduciendo agua hasta llegar a un volumen de 3,5
L (Para medir el volumen inicial, es necesario parar la agitaciéon y la adiccion de
aire).

Se vuelve a conectar el caudal de aire y la agitacion a las consignas de trabajo (1,5
L-min” y 800 rpm, respectivamente).

Se adiciona manualmente con la bomba peristaltica del fermentador la cantidad
necesaria de solucion de amonio al 30% para conseguir el pH deseado de trabajo de
6,5.

Se conectan los programas del ordenador que se encargan de la monitorizacion y
control de todas las variables, y se esperan breves instantes hasta que todas las
variables se mantengan constantes (sobretodo el pO, que ha disminuido cuando se
ha parado momentaneamente la agitacion).

Se extrae la primera muestra, y se comunica al ordenador que en este preciso

instante se comienza la fermentacion (PC2 —INICIO—Comienza Fermentacion).

4.3.2.3.5.- Puesta en marcha del cultivo discontinuo alimentado.

Pasos previos antes de comenzar el cultivo semicontinuo:

A

Esterilizacion quimica de las microburetas automaticas: Se conecta en el mismo

pote de agua estéril destinado a este fin y a través del septum, los otros canales de
entrada a las microburetas. Los tubos de salida de las microburetas, se conectan a la
botella vacia esterilizada previamente.

Para que las microburetas se laven automaticamente es necesario activar la adiccion
continua desde el programa del ordenador.

La secuencia de soluciones a pasar por las microburetas es agua, acido, agua, base,
agua, etanol, agua y finalmente dos ciclos de lavados con la soluciéon que se va
adicionar con la microbureta (metanol, glicerol, o cloruro de amonio).

A continuacion, trabajando bajo condiciones estériles (etanol 70%), se conectan al
reactor los inyectores para cada uno de los canales provenientes de las microburetas
de las entradas correspondientes (es necesario recordar que si se miden en linea la
concentracion de metanol con el equipo MC-168, el inyector de adiccion de este

substrato es necesario introducirlo por la parte inferior del reactor).
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A

Se ha de conectar el tubo de salida de las microburetas automaticas con el tubo de
silicona del correspondiente inyector, y llenar, mediante adiciones manuales cada
uno de los liquidos hasta que este a punto de caer la primera gota al interior del
reactor.

En el momento que se decide comenzar el cultivo semicontinuo, solo es necesario
picar en el apartado de Transicion del programa del ordenador, el boton START y
las microburetas comenzaran a adicionar el volumen deseado por el usuario o que

decida el algoritmo de control.

Puesta en marcha del equipo de analisis de metanol.

El equipo MC-168 permite la medida en linea del metanol existente en el corriente

gaseoso. Si se conoce esta concentracion se puede establecer una relacion directa con el

metanol en fase liquida existente dentro del reactor. Para asegurarse sea correcta, es

necesario que el funcionamiento del reactor sea lo mas estable posible. Por tanto,

variaciones bruscas del caudal de aire, agitacion o presion, provocan que se falsee la

medida.

A continuacion se detallan los principales aspectos que son necesarios tener en cuenta

antes de conectar el equipo al fermentador:

A
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Los parametros de la curva de calibracion realizada anteriormente a la
fermentacion, han de estar incluidos en el programa del ordenador, dando
directamente la cantidad que supuestamente hay de metanol en la fase liquida y
por lo tanto accesible para el microorganismo.

Para que la medida de metanol tenga el menor tiempo muerto posible, se ha de
colocar una “T” estéril, después del portafiltros de salida del reactor. Esta nueva
salida de gas del fermentador se dirige directamente al equipo de medida, el MC-
168.

Una vez conectado, se ha de asegurar que la linea que se dirige asia el equipo
contiene, en este orden, una trampa de liquido, un prefiltro suelto de algodén y un
filtro de gases de 0,20 um (Millipore FG, Bedford, USA). A continuacién, y justo
antes que el canal de gas entre en el equipo de medida, este canal pasa por un
caudalimetro/controlador masico que asegura el paso constante, minimizando las
fluctuaciones, de 0,3 L/min de gas proveniente del fermentador.

Una vez finalizado el montaje de la linea, se puede conectar el equipo, y en 2 6 3

minutos ya se tendra una medida en linea de metanol.
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Fases de la fermentacion en dicontinuo alimentado

Previo a explicar las tres fases indicar que la temperatura de operacion es 30°C, se

trabaja a 80 rpm y con un caudal de aire maximo de 20 L/min (4 vvm), estando el pH

controlado al valor 6ptimo de 6.5.

Los cultivos en discontinuo alimentado presentan tres fases:
La primera fase es la fase de obtencion de biomasa, comienza con la inoculacion de la
fermentacion en donde se aprecia un decrecimiento constante del oxigeno disuelto. Al
término de esta fase se observa una subita subida de oxigeno disuelto, lo que indica
que el microorganismo a consumido en su totalidad el glicerol y por ende a detenido
su metabolismo de crecimiento, en la fermentacion de Pichia esta fase presenta una
duracién aproximada de 24 horas.
La segunda fase es la fase de transicion, en esta fase se procede al cambio gradual de
la fuente de carbono utilizada por el microorganismo. Desde la adicionada
inicialmente para la obtencidon de biomasa, glicerol a la de induccidon en nuestro caso
metanol para asi activar el promotor AOX1 y con ello la produccion de nuestra
proteina recombinante. Esta fase presenta una duraciéon de 5 horas y utiliza los
siguientes caudales de glicerol y metanol. Durante las dos primeras horas solo se
alimenta glicerol con un caudal constante de 300 puL/min para irse reduciendo en las
tres siguientes horas a 160, 100 y finalmente 65 pL/min en la ultima hora. Durante
esta fase el metanol siempre se encuentra como substrato limitante. Simultaneamente
a partir de la tercera hora se adiciona un caudal constante de metanol de 100 pL/min
La tercera fase es la fase de induccion, en esta fase es alimentado el cultivo de forma
exclusiva con metanol, substrato inductor de la expresion de rLip2 se mantiene un
control de la concentracion de metanol fijandose una consigna de 3 g'L™'. El periodo
de duracion de esta fase es variable y se ha de seleccionar un criterio para finalizar las
fermentaciones.
Las fermentaciones fueron detenidas utilizando como criterio la medida de oxigeno en
el interior del biorreactor, es decir, cuando los niveles de pO, bajaban de la consigna
del 20% previamente definida, trabajando el equipo con un caudal de entrada de aire
de 20 L/min y 800 rpm limite del mismo e insuficiente para mantener la consigna de

pO,, en este instante se procedia a detener la operacion en el biorreactor.
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4.4.- Analisis de las distintas variables en los procesos de fermentacion.

4.4.1.- Biomasa.
La biomasa se puede determinar tanto mediante densidad 6ptica como por peso seco.

4.4.1.1.-Biomasa mediante densidad optica: para P. pastoris se determina midiendo la

densidad optica a 600 nm, en un espectrofotometro, en el rango de absorbancia entre 0,1
y 1, si es mayor se diluye, el aumento de la densidad Optica refleja un aumento de la

biomasa.

4.4.1.2.-Biomasa mediante peso seco: se pesa y rotula el filtro de 0,45 um de didmetro

de poro (Millipore) que se va ha utilizar, con el cual se filtra un volumen conocido de la
suspension de células a analizar, el filtro se pone a secar en una estufa a 100° C hasta
que se obtiene un peso constante, a este valor se le resta el valor inicial del peso del
filtro y se divide por el volumen de la muestra, expresando la biomasa en g/L, se ha de
lavar la muestra con agua destilada en el doble de su volumen para eliminar el maximo

posible las sales.

4.4.2.- Analisis de metanol.

El método que se describe a continuaciéon permite el andlisis del alcohol metilico
utilizado como fuente de carbono para el cultivo de la levadura P. pastoris, este método
fue utilizado en paralelo a la determinacién de metanol en linea, para asi llevar un
control exhaustivo del metanol al interior del biorreactor. El rango de analisis de este
analito estd comprendido entre los 10 y 0,1 gramos por litro. La cuantificacion se

realiza mediante patrdn interno (2-Propanol) 4 g/L.

Instrumentacién:

Para el analisis se utiliz6 el Cromatografo de gases Hewlett Packard 5890 (Hewlett
Packard, Palo Alto, California) equipado con columna capilar e inyector automatico
Hewlett Packard 7376A, y detector de ionizacién de llama (FID). Los datos se

almacenaron y cuantificacion con el software Millennium 32.

Condiciones cromatograficas:

* Columna: TR-FFAP 25m x 0.53 mm x 1.00 um de pelicula, Tracer-Teknokroma, St

Cugat del Valles, Barcelona, Espaiia.
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* Portador: Helio, 9,0 mL/min.

* Inyeccion: 1 pL, Split 1:5,5.

* Tiempo de analisis: 15 minutos.

» Temperatura inyector: 200 °C.

» Temperatura detector: 280 °C.

* Temperatura horno: 2 min a 40 °C, hasta 200 °C rampa a 20 °C/min, 5 min a 200 °C.

Preparacion de las muestras:

Las muestras a analizar previamente se centrifugaron y filtraron por una membrana de
0.45 pm. Las muestras deben quedar totalmente transparentes y sin particulas en

suspension. La inyeccion se realiza directa sin diluciones.

4.4.3.- Analisis de glicerol:

El método que se describe a continuaciéon permite el andlisis de azlcares y acidos
organicos, usados como fuente de carbono para el cultivo de microorganismos, asi
como los productos de su metabolismo, 4cidos organicos y alcoholes; nosotros lo

utilizamos para el analisis de glicerol.

Instrumentacién:

Para el andlisis se utiliz6 el Cromatoégrafo de liquidos Hewlett Packard 1050 (Hewlett
Packard, Palo Alto, California) con bomba isocratica e inyector automatico. Como
detector se utilizd un detector de indice de refraccion Hewlett Packard 1047A. Los

datos se almacenaron y cuantificaron con el software Millennium 32.

Condiciones cromatograficas:
* Columna: Aminex HPX-87H de Bio Rad.
* Fase movil: Agua Milli-Q a pH 3.00.

* Caudal: isocratico de 0.6 mL por minuto.
* Volumen de inyeccion: 20 pL.
* Tiempo de analisis: 30 minutos.

* Temperatura: 25 °C (ambiente).
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Preparacién de la fase movil:

Como fase movil sé utiliza HSO4. Esta se prepara con agua tipo Milli-Q (resistencia
18.2 Q) y ajustando su pH a 3.00 con el acido. Se filtra el eluyente a través de una
membrana de 0.45 pm de didmetro de poro, con ayuda de vacio y se deja desgasificar

durante 10 minutos hasta que no se aprecie burbujeos.

Preparacion de los patrones:

Se preparan a partir de una disolucidon concentrada (normalmente 20 o 50 g/L) del
compuesto, en eluyente y se filtra con una membrana de 0,45 pum. Las diferentes

concentraciones del patron se hacen a partir de diluciones.

Preparacion de las muestras:

Las muestras a analizar deben estar previamente bien centrifugadas y filtradas por una
membrana de 0,45 um de diametro de poro (tipo Millipore HAWPO01300). Estas deben
quedar totalmente transparentes y sin particulas en suspension. Para los andlisis se
mezclan volumenes iguales de la muestra y del patron interno, la inyeccion se realiza

directa sin diluciones.

4.5.- Analisis cuantitativo y cualitativo de proteinas.

4.5.1.- Analisis cuantitativo de proteinas.

4.5.1.1- Analisis de proteina extracelular e intracelular

La cuantificacion de proteina total en las muestras del cultivo previamente centrifugado
y analizado el sobrenadante para proteina extracelular, o en lisados celulares
clarificados mediante centrifugacion para andlisis de proteina intracelular, los lisados se
realizaron mediante un disruptor celular Constant Cell Disrupton Systems, modelo One

Shot.

Método de Bradford

El analisis de proteina total se realiz6 mediante el método de Bradford (Pierce 1989).
Este método presenta una gran utilidad, por su rapidez y reproducibilidad. Ademas, al
presentar una baja interferencia permite ser recomendado para medios con una elevada
concentracion salina.

Existen dos rangos de concentracion que determinan el procedimiento a seguir en cada

Caso:
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Procedimiento estandar en el rango de 100 a 1500 pg/mL.

1. Se prepara y luego se dispone en una microplaca una serie patrones de
concentraciones de proteina, diluyendo una solucién estdndar de albimina de suero
bovino en siete puntos de calibracion entre 75 y 1500 pg/mL, ademas del blanco
(agua destilada). A cada punto de calibracion y al blanco se le adiciona 250 pL de
la solucién de la solucidon patron de azul de Coomassie, previamente agitado por
inversion a temperatura ambiente.

2. Se disponen del blanco y los patrones de proteina en una zona determinada de la
microplaca, adicionando 5 pL. de cada patron mas 250 pL de la solucion patrén de
azul de Coomassie.

3. Se procede a poner en la microplaca 5 pL. de muestra a analizar mas 250 pL de la
solucion patron de azul de Coomassie.

4. Se procede a leer a una absorbancia de 595 nm.

5. La absorbancia de cada muestra es procesada (restandose el valor del blanco) e
integrada dentro de la curva de calibracion y posteriormente valorada para dar un

valor de concentracion total de proteinas.

Procedimiento estandar en el rango de 1 a 25 pg/mL.

Se procede de igual forma a la indicada para el rango entre 100 y 1500 pg/mL, pero
generando un rango de calibracion entre 1 y 25 ug/mL, pero en este caso se ha de

mezclar 150 pL de la muestra con 150 uL de la solucion patrén de azul de Coomassie.

4.5.2.- Analisis cualitativo de proteinas.

4.5.2.1.-Geles de Poliacrilamida SDS-PAGE

Se realiz6 siguiendo el método de Sambrock et al., 1989 en geles de poliacrilamida. En
la tabla 4.6 se detalla la proporcion del gel separador (acrilamida 12 y al 7,5% (p/v) y
apilador (acrilamida 4%, p/v). Previamente a la electroforesis, las muestras se diluyeron
en tampon TrisHCI 125 mM (pH 6,8), SDS 4% (p/v), azul de bromofenol 10% (p/v) y
2 mercaptoetanol 10% (v/v), con lo que se procedi6 a su desnaturalizacion quimica y
térmica calentando la muestra a 50 °C por 1 hora o a 100 °C por 5 min, en seguida las
muestras se cargaron en los posillos del gel apilador preparados para tal motivo, la

electroforesis se realizd en un equipo vertical minigel (Bio-Rad) siendo corridos con
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una intensidad de 20mA por gel durante 100 min. El tampén de corrida de
electroforesis contenia Tris'HCI 25 mM, pH 8,3, glicina 192 mM y SDS 0,1% (p/v).

Generalmente, los geles se corrieron de a dos uno de ellos se tefiia mediante tincion de
geles de poliacrilamida con azul de Coomassie para geles de poliacrilamida, segin
correspondia a la concentracion de proteinas que estimdbamos detectar en los geles, el
segundo gel era transferido a una membrana de nitrocelulosa para realizar un western-
blot 0 a una membrana de Nylon para realizar andlisis de secuencia amino acidica del

extremo N-terminal de la proteina de interés.

Tabla 4.8. Contenido geles SDS PAGE

Compuesto Acrilamida al 12% | Acrilamida al 7,5% | Acrilamida al 4%
Agua mQ 3.35 mL 4.85 mL 6.1 mL
Tris'HCI 1.5M, pH 8.8 2.5mL 2.5mL
Tris'HCI 0.5M, pH 6.8 2.5mL
SDS 10% (w/v) 100 ulL 100 uL 100 pL
Acrilamida30%/Bis2.7% 4.0 mL 2.5mL 1.33 mL
Persulfato de amonio 50 uL 50 pL 50 uL
TEMED 5ul 5uL 10 uL
Volumen Total 10 mL 10 mL 10 mL

4.5.2.2.- Tincion de geles SDS-PAGE.

v" Tincién con azul de Coomassie: Esta tincion se realizd con azul de Coomassie R-

250 en condiciones acidas para favorecer las interacciones electrostaticas entre las
moléculas del azul de Coomassie y los grupos aminos de la proteinas, presentando esta

técnica un limite de deteccion del orden de los 30 ng de proteina.

Después de realizar la electroforesis los geles se mantuvieron durante una hora en una
solucion colorante, formada por azul de Coomassie R-250 0,1% (p/v), acido acético
10% (v/v) y metanol 40% (v/v), a continuacion se procedieron a desteflir mediante una
solucion compuesta por acido acético 10% (v/v) y metanol 40%(v/v).

Dado que en las distintas fermentaciones no se pudo apreciar la presencia del
mondmero de rLip2, hasta el final del proceso de ultrafiltracion y estimando que este
hecho era debido a un factor combinado de elevada concentracion de proteina y alta

hidrofobicidad del medio de cultivo, dada su alta carga salina. Las muestras de la
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fermentacion 3 fueron previamente desalinizadas mediante el paso de 2 mL de muestra
extraida del bioreactor y recuperadas pasandolas por las columnas de desalinizacion
(HiTrap™ Desalting Column, GEHeathcare ref. 17-6002-33), previamente equilibradas
con tampon Tris'HCI 200 mM pH 7,0.

Los geles tefiidos tanto con azul de Coomassie se procedieron a prehidratar
sumergiéndolos 30 min en agua destilada y luego se secaron por 2 h en papel celofén,
para posteriormente ser escaneados para el analisis densitométrico, mediante el software

Quantity One v 4.6.2 de Laboratorios Bio-Rad.

4.5.2.2. Desglicosilacion enzimatica.

Se intento la determinacién del grado de glicosilacion de rlip2, procediendo a la
desglicosilacion enzimatica, para asi determinar su nivel de carbohidratos unidos
covalentemente a rLip2, para ello se utilizo una endo-glicosidasa, la péptido N-
glicosidasa F (PNGasa F) (Sigma-Aldrich, P7367), enzima que rompe el enlace N-
glicosidico entre el monosacarido GlcNAc y la aspargina (Tarentino et al., 1985), el
desarrollo de la experiencia se realizo como indica el distribuidor. El método consta de
las etapas que se describen a continuacion:

Desnaturalizacion de las lipasas:

Para que la cadena oligosacdrida fuera accesible a la endoglicosidasa, rLip2 fue
previamente desnaturalizada, para ello una alicuota de rLip2, conteniendo
aproximadamente 100 pg de proteina, se diluyo en un tampén conteniendo SDS y 2-
mercaptoetanol hasta obtener una concentracion final de SDS 0,5 % (p/v) y 100 mM de
2-mercaptoetanol. La mezcla se incubo durante 5 min a 95 °C.

Desglicosilacion con PNGasa F:

A la solucion anterior se le afiadid un volumen de tampdén de concentracion ajustada
para obtener una disolucidon con las siguiente concentraciones finales: tampon fosfato
sodico 50 mM (pH 7,2), EDTA 12,5 mM, NP-40 1%(p/v) y la PNGasa F (2 U/100 pg
de proteina). La reaccion enzimatica se realizo a 37 °C durante 1 hora, la reaccion se
detuvo anadiendo tampdn de muestra SDS-PAGE (1:1, v/v) calentando durante 3 min a
95 °C. El grado de desglicosilacion se determiné corriendo la solucion en un gel SDS-

PAGE.
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4.5.3.-Deteccion Inmunoldégica (Western-Blot).

Esta técnica consiste en la transferencia electroforética de proteinas desnaturalizadas
(mediante calor y detergente) desde un gel de poliacrilamida a una membrana de
nitrocelulosa y la identificacién y posterior visualizacion de las proteinas especificas
mediante el uso de anticuerpos, en base a lo cual tenemos un limite de deteccion de

picogramos de proteinas con una elevada especificidad Fig. 4.10.
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Uniéon del anticuerpo anti-

Membrana de
nitrocelulosa

Membrana de

nitrocelulosa lip a la proteina y del
anticuerpo marcado anti
anti-lipasa al anticuerpo Pelicula  fotografica  revelada,
anti-lipasa indicando las bandas de lipasa

Fig. 4.10. Desarrollo del proceso de deteccion de proteinas western-blot. El proceso se
lleva a cabo, como se indica en el esquema y se explica a continuacion:
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l.

Electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa: Tras la electroforesis

desnaturalizante, en presencia de SDS, los geles fueron transferidos a membranas de
nitrocelulosa, usando una unidad NovaBlot (BioRAD), aplicando una intensidad de
corriente de 150 mA por una hora. EIl tampén de transferencia se compuso de

Tris-HCl 20mM, Glicina 150 mM y metanol 20% (v/v).

Bloqueado de la membrana de nitrocelulosa e incubacién con el anticuerpo

primario: se procedié a bloquear la membrana de nitrocelulosa con tampdn salino
(25 mM Tris'HCI pH 8.0; 125 mM NacCl) al 0,1% de tween 20 (TBS-T) con un 3%
de leche desnatada (Oxoid ref. LP0031), durante una hora a temperatura ambiente o
toda la noche a 4 °C. Posterior a lo cual se incubd con el primer anticuerpo,
poniendo el anticuerpo anti lipasa de C. rugosa (desarrollado en conejo) en la
proporcion de 1 a 500 disuelto en TBS-T al 0.1%, se deja incubar por 2 hora a
temperatura ambiente, con agitacion suave, al acabar este periodo se procede a los
lavados, realizando 3 lavados con TBS-T (0.1%) por 5, 10 y 15 min, luego se
dispone del segundo bloqueo, con leche desnatada al 3% en TBS-T, durante una

hora a temperatura ambiente.

Incubacion con el anticuerpo secundario: Se pone una concentracion de anticuerpo

anti- conejo de 1:10.000, desarrollado en este caso en cabra y marcado con
peroxidasa, disuelto en TBS-T al 0.1%, se deja incubar por 2 horas a temperatura
ambiente, con agitacion suave. Posterior a lo cual nuevamente se procede a lavar 3

veces con TBS-T (0.1 %) 5, 10 y 15 min.

Deteccion: la deteccion se realiza mediante revelado fotografico en un cuarto
oscuro, siendo expuesta la membrana a una solucion quimioluminiscente
conteniendo peroxidasa, esto durante 30 segundos luego se dispone al interior del
cassette de revelado exponiendo la membrana a una pelicula fotografica, que es
revelada con la respectiva bateria de revelado fotografico, lo que deja a la vista la

impronta de las proteinas marcadas.
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4.5.4.- Método colorimétrico de analisis de actividad lipasica.

Se utilizO para analizar la actividad lipasica de la enzima Lip2, el test Lipase
colorimetric assay (Roche Diagnostics) optimizado para la enzima Lip2 de C. rugosa
basado en el ataque de la enzima a un sustrato croméforo especifico de lipasa el cual, a
través de una serie de reacciones encadenadas dan lugar a un producto coloreado (Fig.

4.11).

1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-acido glutarico-(6-metilresofurina)-ester

Lipasa

v

1,2-o-dilauril-rac-glicerol + &cido glutarico-(6-metilresofurina)-ester

Descomposicion
espontanea

v

acido glutarico + metilresofurina

Fig. 4.11.- Esquema de reaccion colorimétrica para la deteccion de actividad
lipasa.

En una solucion basica, el sustrato de la lipasa, 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-acido
glutarico-(6-metilresofurina)-ester, es descompuesto bajo la accion catalitica formando
el 1,2-o-dilauril-rac-glicerol y el acido glutdrico-(6-metilresofurina)-ester, un producto
intermedio inestable (Fig. 4.11). En solucidon alcalina, éste se descompone
espontineamente en acido glutarico y metilresofurina. La metilresofurina es un
colorante rojo, la intensidad cromatica es directamente proporcional a la actividad
lipasica, la cual se mide fotométricamente a una longitud de onda de 580 nm.

El andlisis se realiz6 mezclando 0,5 mL de la muestra a analizar, previamente
centrifugada para separar la biomasa, con 0,5 mL de tampén Tris'HCI 400 mM, pH
7,25, el cual contiene CaCl, 10 mM, y 0,3 mL del reactivo colorimétrico del test de
analisis, Roche. La reaccion se sigue a 580 nm, durante 8 min y a una temperatura de

37 °C en un espectrofotometro UV-VIS Varian Cary3 (Fig. 4.12), conectado a un
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ordenador en donde se obtiene en linea la grafica de la absorbancia. La pendiente de
recta (Abs/min), medida que se realiza en el intervalo de 4 a 7 minutos de reaccion, con
un rango de confianza del 95% entre 0,01 y 0,06, es proporcional a la actividad lipasica,
si esta por encima de valor indicado se diluyen las muestras con agua destilada, si la
muestra de interés proviene de un liofilizado, se procede a disolver la muestra en agua
destilada. A partir del dato de la pendiente, se cuantifica la actividad lipasica de la
muestra mediante la recta de calibracion (Lopez et al., 2001), que se ajusta a la siguiente

ecuacion:

Actividad Lipasica (U/mL) =-3,8289 + (978,9878 * m)  m= pendiente (Abs/min)

Una unidad de actividad lipasica (IUPAC) se define como la cantidad de enzima
necesaria para liberar un micromol (umol) de acido graso por minuto de reaccion; con
lo que la actividad especifica de la lipasa se expresa como pmol de acido graso liberado

por minuto y por miligramo de lipasa.

Fig. 4.12.- Espectrofotometro UV-VIS Varian Cary3, instrumento utilizado para el
analisis de actividad lipasica y degradacion de para-nitrofenoles.
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4.5.5.- Obtencion de concentrado de proteina rLip2 y liofilizado Lip2.

Concentrado liquido vy recuperacion de rLip2

Al finalizar la fermentacion se procedidé a la recuperacion de la rLip2 del caldo de
cultivo aplicando una estrategia clasica, consistente en la separacion por centrifugacion
de la biomasa del sobrenadante de la fermentacion utilizando una centrifuga Beckman
J2-21 MJE, aplicando 8.000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se microfiltrd
utilizando filtros de didmetro de poro de 0,45 um (Millipore) para separar el remanente
de biomasa, filtracion llevada a cabo con un sistema de filtracion formado por un matraz
Kitasato y un sistema de vacio. Una vez el caldo de cultivo libre de biomasa, se
procedi6 a la ultrafiltracion tangencial mediante un sistema de ultrafiltracion FILTRON
con una membrana cassette de ultrafiltracion centrasette 0,46 SQ.M/S SQ.FT de
diametro de poro adecuado (con un corte de peso molecular de 10 kDa en nuestro caso)
para eliminar las proteinas de bajo peso molecular y concentrar la proteina de interés,
para facilitar el paso de la solucion con nuestra proteina por la membrana el sistema esta
complementado por una bomba peristaltica Masterflex I/P modelo 7529700 (Fig. 4.13).
Para realizar el proceso, el retenido final era de aproximadamente 500 mL, con este
retenido se realizaron dos etapas de dia-ultrafiltracion; partiendo del volumen inicial de

3,5 L alcanzado mediante dilucion con tampén Tris-HCI pH 7.5 10 mM.

Fig. 4.13.- Sistema de ultrafiltracion tangencial utilizado para purificacion y

concentracion de rLip2. A: Filtron con membrana cassette con didmetro de por de exclusion de 10
kDa, B: bomba peristaltica para optimizar el paso hacia el Filtron; C: caldo de cultivo sin biomasa; D:
deposito de almacenamiento de residuo; E: retenido con proteinas sobre 10 kDa.
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Liofiolizacion

La liofilizacién es un procedimiento que consiste en una congelacion de la muestra
puesta en los recipientes del liofilizador, en nuestro caso la congelacion se llevo acabo
sumergiendo los recipientes en anhidrido carbonico congelado (hielo seco) y acetona,
congelacion seguida de una deshidratacion por sublimacion que tiene lugar en los
mismos recipiente donde se realiza el vacio, para lo cual se utiliz6 un liofilizador Virtis
Sentry modelo Benchtop 5L equipado con una bomba de vacio Edwads modelo RV5
(Fig. 4.14), como prevencion de riesgo se ha de considerar que la bomba de vacio en
funcionamiento llega a los 90 °C, por lo cual se recomienda no tocarla, ni acercar
ningun objeto. El procesé de liofilizado se llevo acabo durante un periodo entre 24 y
48 horas, el extracto de rLip2 liofilizada fue almacenado a -20 °C, para posteriores
utilizaciones.

Se realizaron ensayos con diversos estabilizantes en el proceso de liofilizacion (Tabla

4.9) siguiendo los mismos pasos de liofilizacion ya indicados.

Tabla 4.9.- Reactivos utilizados en estabilidad de rLip2 en el proceso de
liofilizacion.
Reactivo concentracion Proveedor Referencia

Control sin aditivos

Goma arabiga 1 g/L Panreac 142061
Lactosa 30 g/L Panreac 131375
PEG 8000 1% w/v Panreac 146224

Fig. 4.14.- Liofilizador Virtis Sentry modelo Benchtop SL (A) y una bomba de
vaci0 Edwads modelo RVS (B), equipos utilizados en el tratamiento de las
muestras de rLip2.
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4.5.6.-Caracterizacion funcional de rLip2.

4.5.6.1.-Efecto de la fuerza ionica sobre la actividad lipasica.

Para determinar el efecto de la fuerza idnica sobre la actividad lipésica se realizaron
ensayos de actividad lipasica trabajando con un medio con la misma relacion de sales
que el medio Invitrogen en un rango creciente de concentraciones. La fuerza idnica fue
medida, por la conductividad de la muestra, utilizando un pHmetro (Crisol, micro pH
2001). Los experimentos se realizaron para soluciones cuyas conductividades iban de

10 a 75 mS/cm y se siguid la actividad enzimatica por un periodo de 60 horas.

4.5.6.2.-Efecto de la temperatura sobre la actividad lipasica.

Para la determinacion de la temperatura optima de reaccion de la enzima rLip2 se
procedio a realizar el analisis de actividad lipasica con el kit de deteccion Roche como
se ha indicado anteriormente (seccion 4.5.4), pero a distintas temperaturas, en un rango
entre 20 y 70 °C con un intervalo de 5 grados. Se procedio a los ajustes de temperatura
del espectrofotometro UV-VIS Varian Cary3, realizando 11 ensayos a distintas

temperaturas y con el pH fijo en 7,25.

4.5.6.3.-Efecto del pH sobre la actividad lipasica.

Para la determinacion del pH optimo de reaccion de la enzima rLip2 se procedid a
realizar el analisis de actividad lipasica con el kit de deteccion Roche como se ha
indicado anteriormente (seccion 4.5.4), pero a distintos pHs, con lo cual se modifico el
pH de trabajo en incrementos de 0,5 unidades desde pH de 5,0 a pH 9,0. Las soluciones
tampon utilizadas se indican en las tablas 4.10 y 4.11, y el pH se verificaba utilizando

un pHmetro (Crisol, micro pH 2001).
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Tabla 4.10.- Tampones utilizados para el analisis de actividad lipasica en funcion
del pH.

pHs Tampon | Volumen | Volumen | Acido/Base| Volumen t
mL (0,1 M) mL (0,1 M) mL
5,0 A 25 12,5 NaOH 37,5
5,5 A 25 9 NaOH 34
6,0 B 25 22 NaOH 47
6,5 B 25 24 NaOH 49
7,0 B 25 25,5 NaOH 50,5
7,5 B 25 26 NaOH 51
8,0 C 25 10 HCI 35
8,5 C 25 2 HCI 27
9,0 C 25 N.S. HCI 25

N.S. =no significativo

Tabla 4.11.-Tampones utilizados para realizar el ajuste de pH

Tampones | Preparacion

A 100 mL 0,1 M potasio hidrogeno phtalato + volumen
indicado en mL de NaOH (0,1 M)

B 100 mL 0,1 M KH,PO, + volumen indicado en mL de NaOH
0.1 M)

C 100 mL 0,1 M Tris (hidroxymetil) aminometano + volumen
indicado en mL de HCI (0.1 M)

4.5.6.4.-Especificidad frente a triglicéridos y p-nitrofenoles.

Tanto, en el desarrollo de los andlisis de degradacion de triglicéridos como en la
estabilidad (pH-Temperatura) de la enzima Lip2 recombinante (rLip2), se utiliz6 un pH-
Stato (Fig. 4.14) para medir la actividad lipasica, en tanto que para el andlisis de la
degradacion de p-nitrofenoles se utilizé un espectrofotometro UV-VIS Varian Cary3
(Fig. 4.12). En todos los casos se utiliz6 una soluciéon de rLip2 con una concentracion

de proteina de 2,86 mg/mL.

4.5.6.4.1.- Especificidad frente a triglicéridos.

Los triglicéridos son acilgliceroles, un tipo de lipidos formados por una molécula de
glicerol, que tiene esterificada sus tres grupos hidroxilo, por tres acidos grasos saturados
o insaturados. Los triglicéridos utilizados para el estudio de la actividad lipasica se

presentan en la tabla 4.12. Para el andlisis de cada triglicérido se utilizo un tampo6n de
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emulsion tris HCl 5 mM (pH 7,0) conteniendo CaCl, 0,1 M y goma arabiga 0,5 % (p/v)
a la cual se le adiciono el triglicérido correspondiente para obtener una concentracion
final de 20 mM, excepto para la triacetina que para los andlisis de actividad lipasica
requiere una concentracion final de 1,3 M (Pernas 2003). La solucién tampon con el
triglicérido, en un volumen final de 100 mL, fué emulsionada utilizando un
homogeneizador Ultra-turrax T25 (IKA Labortechnik) a 11.000 rpm durante 7 min.
Esta emulsion era estable a temperatura ambiente durante un dia de trabajo.

La actividad se determin6d valorando los acidos grasos producidos en la hidrdlisis del
triglicérido, catalizada por la enzima, manteniendo el pH constante mediante la adicion
en continuo de una base. Los ensayos de actividad se realizaron a 30°C en un pH-stato
de la casa Methrom (Fig 4.15). En todos los casos, la mezcla de reaccion (sustrato y
tampon) se agitaba hasta un valor estable de pH (manteniendo éste mediante la adicién
de NaOH 0,01 N) y, a continuacién, la reaccion se iniciaba adicionando la cantidad

adecuada de enzima (entre 5 y 100 pl).

Tabla 4.12.- Listado de triglicéridos, con sus principales caracteristicas, utilizados
para el analisis de la actividad lipasica de la lipasa rLip2.

Compuesto Peso molecular | Densidad g/mL | Proveedor/ Referencia
Triacetina (C2) 218,20 1,16 Sigma W200700
Tributyrina (C4) 302,36 1,032 Sigma T8626
Tricaproina (C6) 386,52 0,98 Sigma TO0888
Tricaprylina (C8) 470,68 0,956 Fluka 91039
Tricaprina (C10) 554,84 solido Sigma T7517
Tripalmitina (C16) 807,32 solido Sigma T5888
Tristearina (C18) 891,48 solido Sigma T5016
Trioleina (C18:1) 885,43 0,91 Sigma T7140

El pH stato se compone de 7 partes:

1. Impulsémetro: es la parte del equipo con la que fijamos el pH de trabajo, con
este modulo podemos activar y detener la sefial de control del pH, es decir, de
adicion de NaOH (valoracion).

2. pHmetro: mide el pH de la muestra e indica la variacion del pH con respecto al

pH fijado en el impulsometro.
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Recipiente de la muestra: corresponde a un deposito de vidrio, con “camisa”
para el control de temperatura, en el cual se adiciona la muestra.

Agitador magnético: mantiene homogénea la muestra y permite que al adicionar
NaOH se alcance el equilibrio de pH con mayor velocidad.

Dosificador: deposito de NaOH y una bureta con controlador de caudal con la
que se agrega la base al deposito de la muestra, cuando el impulsdmetro da la
sefial de adicion.

Impresora: imprime la curva de valoracion de la formacién de acido en la
muestra. En nuestro caso al degradar triglicéridos con lipasas se liberan acidos
grasos.

Bafio termorregulador: permite mantener constante la temperatura de la muestra

a analizar.

Fig. 4.15.- Fotografia del pH-Stato utilizado para el analisis de la degradacion de
triglicéridos y para los estudios de estabilidad (pH-Temperatura) de la enzima

4.5.6.4.2.- Especificidad frente a p-nitrofenoles.

Los para-nitrofenoles, son compuestos nitrofendlicos con un acido graso en la posicion

para con union éster entre el acido graso y el nitrofenol. Para analizar la actividad

esterasica de nuestra proteina (rLip2), aplicada a la degradacion de p-nitrofenoles se

utilizd un espectrofotometro UV-VIS Varian Cary3 (Fig. 4.12), de manera que se
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pudiese medir la aparicion de los productos de hidrdlisis durante 10 minutos a una
temperatura de reaccion de 30° C a 348 nm de longitud de onda, punto isosbéstico del
par p-nitrofenol/p-nitrofenolato. (EIl punto isosbéstico esta dado por la longitud de onda
a la cual la intensidad de emision de una muestra no cambia durante una reaccioén
quimica o cambio fisico (Verhoeven, 1999). Se adicioné entre 5 y 100 uL de rLip2 a
los 5 min de iniciado el andlisis, para asi detectar la autdlisis del p-nitrofenol utilizado
en cada reaccion (tabla 4.13). La reaccion de los p-nitrofenoles se llevo a cabo en una
solucién tampon constituida por tampdn fosfato de sodio 50 mM pH 7,0; conteniendo
triton X-100 0,32 % p/v, y acetona 4,0% v/v; con una concentracion final del p-

nitrofenol de 1 mM

Tabla 4.13.- Listado de p-nitrofenoles (1mM), con sus principales caracteristicas,
utilizados para el analisis de la actividad esterasica de la lipasa rLip2.

p-Nitrofenol Peso Molecular Densidad g/ml Proveedor y referencia
Propionato (C3) 195,17 Sigma N3377
Butirato (C4) 209,20 1,19 Sigma N9876
Hexanoato (C6) 237,25 Sigma N0502
Octanoato (C8) 265,30 1,095 Fluka 21742
Decanoato (C10) 293,36 Sigma N0252
Dodecanoato (C12) 321,41 Fluka 61716
Palmitato (C16) 377,52 Sigma N2752

4.5.6.5.- Estabilidad enzimatica a bajas temperaturas.
Se realizaron los estudios para tres concentraciones de proteina total a partir de un stock

diafiltrado (200 mg/L) tal como se muestra en la Tabla 4.14.

Tabla 4.14.- Concentraciones y sus respectivas actividad lipasica para ensayos de
estabilidad.

Muestra | Proteina total (mg/L) | Act. lipasica (U/mL) | Act. lipasica esp. (U/mg)
1 15 42 2800
2 100 58 580
3 200 52 260
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4.5.6.5.1.- Estabilidad enzimatica a 4° C.
Las soluciones con las concentraciones definidas en la tabla 4.14, se almacenaron a 4°C
en viales de 50 mL con un volumen de solucién de 30 mL, de los cuales se tomaron 500

uL para el analisis de actividad lipasica cada siete dias durante 49 dias.

4.5.6.5.2.- Estabilidad enzimatica a -20 °C.

Las soluciones con las concentraciones definidas en la tabla 4.14, se almacenaron a -20°
C en siete viales de 20 mL con un volumen de solucion de 10 mL, para cada
concentracion de proteina. Los viales se procedieron a descongelar de forma
sistematica, uno cada semana, poniéndolos a temperatura ambiente durante 30 min y se

tomaba 500 pL para el anélisis de actividad lipasica.

4.5.6.5.3.- Efecto provocado por la congelacion y descongelacion sucesivas sobre la
actividad lipasica.

Las soluciones con las concentraciones definidas en la tabla 4.14, se almacenaron a -20°
C en viales de 50 mL con un volumen de solucion de 30 mL, de los cuales se tomaron
500 pL para el andlisis de actividad lipasica cada siete dias durante 49 dias. Los viales
se descongelaban poniéndolos a temperatura ambiente durante 30 min y después de la
toma de muestra para analisis de actividad lipasica nuevamente se congelaban a -20° C,

por siete dias hasta la nueva toma de muestra.

4.6.- Estudio de la estabilidad de rLip2 en solucion.
Para determinar la estabilidad del preparado en solucion de rLip2 frente a pH y
temperatura se realizd un disefio de experimentos en el que la muestra fue tratada y

analizada de la siguiente manera:

1. Se concentra la enzima, si es necesario, mediante un equipo de ultrafiltracion
con una membrana de 30 kDa de Millipore.

2. Se monta el sistema pH-stato y el bafio termorregulador para los ensayos de
estabilidad.

3. Realizar PD10 (“Desalting Columns” Amersham-Biosciences), para poner la
enzima con el tampdn al pH adecuado.

» Lavar la columna con 25 ml tamp6n adecuado.
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» Pasar exactamente 2,5 ml de rLip2 (lo que sale en este paso NO es
rLip2).
» Lavar con 3,5 ml del tampén adecuado, obteniéndose la rLip2.
5. Rapidamente se pone a incubar a la temperatura correspondiente durante 1 hora,
en un bafio termostatizado.
6. Se realiza el ensayo de actividad a 30° C, con TB 114 mM tal como se especifica

en el apartado 4.5.6.4.1.

4.7.- Diseiio del plan Factorial.

Se utilizé un disefio ortogonal de segundo orden para estudiar el efecto combinado del
pH y la temperatura sobre la estabilidad de la rLip2 (Akhnazarova, S. et al., 1982). El
disefio consisti6 en 13 experimentos con 4 puntos factoriales (2°) y 4 puntos axiales
para formar un disefio centrado con a = 1.267, realizandose 5 andlisis en el punto
central que se utilizan como réplicas. El rango de pH analizado se situd entre 5 y 9,
mientras que el de temperatura se situd entre los 30°C y 50°C, rangos seleccionados de
acuerdo a la informacion de la que previamente se disponia. La significacion de los
coeficientes (calculados por el método de minimos cuadrados) se verificO mediante el
test de t-Student con a<0,05. La consistencia del modelo se verificoé por medio del
analisis de varianza, asimismo con o<0,05, aplicado simultinecamente a las dos

relaciones de cuadrados medios siguientes:

F1= CMM modelo aceptable si F, < F."
CME
F2=CMM /CME modelo aceptable si F, <Fg."
CME
Donde: CMM-= cuadrados medios del modelo

CME-= cuadrados medios del error total

Las correspondientes sumas de cuadrados y grados de libertad se obtienen como se

indica en la tabla 4.15.
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Tabla 4.15.- Sumas de cuadrados y grados de libertad para el disefio del plan

factorial.
Sumas de cuadrados Grados de libertad

Modelo (SCM) Z(yi —y) Cs-1
Error (SCE) Z(yi -9’ n-Cs
Error experimental (SCE exp) Z(yi -V, )2 ny-Cs
Desajuste (SC desajuste) Z(yi -9’ n-Cs—( np-1)
Modelo + desajuste (SC [M+desajuste]) Z(yi —y) n-nyp
Total (SCT) Z“(yi - V) n-1

Siendo:

n: numero total de observaciones, en principio distribuidas en r grupos de

réplicas, con ny, ny, ...... , 1y réplicas por grupos (n; + ny+ n, = n). Si soélo se

realizan réplicas (no) en el centro de dominio, se tendrd que n-r =ny-1.

Cs: nimero de coeficientes significativos del modelo

yi: Observaciones experimentales

Yy, : Media de las réplicas de cada grupo. Las observaciones aisladas cuentan

como una medida a la que se asocian un numero nulo de grados de libertad.

¥, : Valores esperados de acuerdo con el modelo propuesto

y : Media global de las n observaciones

El coeficiente de determinacion en su forma convencional:

¥ =SCM
SCT

Se corrige, para penalizar el aumento de variables independientes, de acuerdo con la

expresion:

r* ajustado = 1- _SCE * grados de libertad totales
SCT * grados de libertad del error
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Para contemplar la posibilidad de términos cuadraticos es preciso ampliar el numero de
observaciones, anadiendo al disefio primitivo, por cada variable con posible efecto
cuadratico, los pares de puntos (-a, 0, ...,0) y (a, 0, ...,0). En tal caso puede optarse
por la observacion de la ortogonalidad, o por el trabajo en un dmbito de respuesta
isovariante (disefo rotable).

En el primer caso, los valores de a vienen dados (siendo K el nimero de variables y ng

el de réplicas del punto central) por las soluciones positivas a la ecuacion:
ot + 25a? — 2% D(K+0,5n0) = 0

Para que la matriz de varianza-covarianzas de los coeficientes mantenga el caracter
diagonal, los valores ya codificados de la columna cuadraticas (Xzoj) de la matriz de

. . . 2 . (4
variables independientes se transforman ahora (Z°,;) mediante la expresion:

2
2 2 in'
R

Tal transformacién tnicamente altera los valores del término independiente by y de su
varianza Var (by), que pasan a ser ap y Var (ag). La obtencion de los primitivos se lleva

a cabo mediante:

X2
b, = a, —L(bl 1+b22 +....+ bkk)
n

2

Var(b,) =Var(a,) - {%} (b11+b22 +....+ bkk)

siendo los bj; los coeficientes de los términos cuadraticos.

De optarse por el disefio rotable, en la matriz experimental los puntos se distribuyen
sobre una circunferencia (esfera, hiperesfera) circunscrita a un cuadrado (cubo,
hipercubo) cuyo lado (arista) tiene el valor 1-(-1)=2. en tal caso, los valores de o se

obtienen mediante:
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o= 1/(4/2)*

Dado lo anterior, el disefio de experimento nos indica que se han de realizar 13 ensayos
dentro del disefio ortogonal de experimentos (Tabla 4.16), para la estabilidad de rLip2
sobre pH y temperatura.

Tabla 4.16.- Parametros a utilizar en base al disefio del plan factorial, para los
ensayos de analisis combinado de estabilidad de rLip2 sobre pH y Temperatura
bajo condiciones solubles e inmovilizada.

Muestra pH pH Temperatura | Temperatura
normalizado °C normalizada
1 5,0 -1.267 40,0 0
2 54 -1 32,1 -1
3 5,4 -1 47,9 1
4 7,0 0 30,0 -1.267
5 7,0 0 40,0 0
6 7,0 0 40,0 0
7 7,0 0 40,0 0
8 7,0 0 40,0 0
9 7,0 0 40,0 0
10 7,0 0 50,0 1.267
11 8,6 1 32,1 -1
12 8,6 1 47,9 1
13 9,0 1.267 40,0 0

En base a los resultados obtenidos en los ensayos derivados del disefio de experimentos
y a partir del valor del porcentaje de actividad residual de la rLip2 se obtuvo la ecuacion
empirica que describe el porcentaje de actividad residual de la lipasa recombinante en
solucion, con dicha ecuacion se grafico la superficie de respuesta obtenida, extrapolada

hasta el valor de a = 1.5.

4.8.- Inmovilizacion de rLip2 sobre el soporte EP100.

Se optd por una inmovilizacion via adsorcion de la rLip2 sobre EP100, soporte
microporoso de polipropileno, suministrado por la casa AKZO Novel, Holanda, de
naturaleza hidrofobica y con una elevada area especifica (Capellas et al., 1996). Para el
proceso de adsorcion de rlip2 sobre EP100, se procedié siguiendo el siguiente

protocolo:

107



Materiales y Métodos

1. Disolver la cantidad deseada de enzima a inmovilizar en una solucion tampdn
Tris'HCI 400 mM, pH 7,5. Mantener en agitacion magnética durante 1 hora y
luego centrifugar a 12000 rpm durante 20 min.

2. Pesar la cantidad de soporte (EP 100) necesario y humedecer con etanol a razon de 3
mL/g de soporte, filtrar el soporte.

3. Afadir la solucidon de enzima, dejar agitando la mezcla en un roller Movil-Rod de
24 a 72 horas.

4. Monitorizar la actividad lipasa hasta fin del periodo de incubacion.

5. Finalizado el periodo de inmovilizacion filtrar y lavar 2 veces con soluciéon tampén
Tris'HCI. 400 mM, pH 7.,5.

Guardar la enzima inmovilizada a —20 °C.

4.8.1.- Estudio de la estabilidad de rlip2 inmovilizada sobre EP100.

Para determinar la estabilidad del preparado inmovilizado de rLip2 frente a pH y
temperatura se realiz6 un disefio de experimentos ortogonal de segundo orden siguiendo
la misma metodologia de la enzima en solucidon explicada en el apartado 4.7. La Unica
diferencia fue que la actividad residual del preparado inmovilizado se determind
mediante el test de actividad lipasica Roche, debido a no disponer del equipo adecuado
para realizar el test de actividad de la tributirina que se habia realizado en el laboratorio
de la Dra. Rua.

Para lo cual se utilizd 5 mg de EP100+rLip2, con 500 puL del tampdn para ajustar al pH
de interés, lo cual se incubo en un bafio termorregulado a la temperatura
correspondiente durante 1 hora, luego se procedié a realizar el ensayo de actividad
lipasica, adicionando el tampdn de reaccion y 300 pL del reactivo colorimétrico Roche.
La reaccion se siguido a 580 nm, durante 8 min y a una temperatura de 30 °C en un
espectrofotometro UV-VIS Varian Cary3 aplicando agitacion mediante una barra
agitadora adecuada para la cubeta de andlisis y la opcion de agitacidon magnética del
cary3.

En base a los resultados obtenidos en los ensayos derivados del disefio de experimentos
y a partir del valor del porcentaje de actividad residual de la rLip2 se obtuvo la ecuacién
empirica que describe el porcentaje de actividad residual de la lipasa recombinante
inmovilizada, con dicha ecuacién se graficé la superficie de respuesta obtenida,

extrapolada hasta el valor de a = 1.5.
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4.9.- Analisis de los enantiomeros del ibuprofeno y TPCH y sus respectivos esteres.

4.9.1- Analisis de los enantiomeros y esteres del ibuprofeno.

La reaccion de sintesis seleccionada para la esterificacion de ibuprofeno (Fig. 4.16) fue
llevada a cabo bajo las siguientes condiciones:

Acido: ibuprofeno 25 mM; alcohol: butanol 25 mM; medio: isooctano 10 mL;
catalizador: rLip2 inmovilizada en EP100 100 mg; temperatura: 37 °C; agitacion: 250

rpm.

0
H

Fig.- 4.16. Esquema del ibuprofeno.

Para el analisis de ibuprofeno y sus ésteres se utilizo el siguiente protocolo:

Instrumentacién

- Cromatografo de liquidos Hewlett Packard 1090, con detector DAD a 226 nm.

Eluyente

Como fase movil se utiliza hexano, isopropanol, 4cido trifluoroacético (98:2:0,1).

Condiciones cromatograficas

- Columna: fase normal Chiracel OD, de Daicel Chemical Industries LTD.
- Caudal: isocréatico de 1,0 mL por min.

- Volumen de inyeccion: 5 pL.

- Tiempo de analisis: 20 min.

- Temperatura: Ambiente.

Preparacién de las muestras

Las muestras que se desean analizar deben estar previamente filtradas por una
membrana de 0,45 um. Estas deben quedar totalmente transparentes y sin particulas en

suspension. La inyeccion se realiza directa sin diluciones.

4.9.2.- Analisis de los enantiomeros y esteres del TPCH.
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La reaccion de sintesis seleccionada para la esterificacion del tras- 2-fenil-1-
ciclohexanol (TPCH) (Fig. 4.17) se llevdo a cabo bajo las siguientes condiciones

(Sanchez, A. et al., 2000):

Alcohol: TPCH 25 mM; 4acido: acido propionico 25 mM; medio: isooctano 10 mL;
catalizador: Lip2r inmovilizado en EP100 100 mg; temperatura: 37 °C; agitacion: 250

rpm.
Fig 4.17.-Esquema del tras 2 fenil ciclohexanol
Para el analisis de TPCH vy sus ésteres se utilizo el siguiente protocolo:

Instrumentacién:

- Cromatografo de liquidos Hewlett Packard 1090, con detector DAD a 215 nm.

Eluyente:

Como fase movil se utiliza hexano, isopropanol, (98:2)

Condiciones cromatograficas:

- Columna: fase normal Chiracel OD, de Daicel Chemical Industries LTD.
- Caudal: isocratico de 1,0 ml por minuto.

- Volumen de inyeccion: 10 pL.

- Tiempo de andlisis: 15 minutos.

- Temperatura: Ambiente.

Preparacion de las muestras:

Las muestras que se desean analizar deben estar previamente filtradas por una
membrana de 0.45 um de didmetro de poro, para eliminar impurezas que puedan afectar
a la columna.  Estas deben quedar totalmente transparentes y sin particulas en
suspension. La inyeccion se realiza directa sin diluciones.

4.9.3.- Parametros de las reacciones quirales.
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Para realizar un seguimiento de las reacciones quirales realizadas, es necesario definir

diferentes parametros (Chen et al., 1982) que se detallan a continuacion.

» Conversion total (X):

Cester
X = (x100)
Cester + Cr + CS

Siendo Ceger la concentracion total de éster formado y C; y Cs, las concentraciones de los
enantidémeros R y S del reactivo respectivamente.

En el caso de reacciones con elevada enantioselectividad se puede asumir que la
conversion respecto al enantiomero que reacciona (X,a) es aproximadamente: Xa= 2X,
es decir, suponer que toda la conversion se refiere a uno de los dos enantiomeros.
Ambos valores, X y X, tomaran valores desde 0 a 100. En el caso de

enantioselectividad perfecta y reaccion completa: X=50% y Xa = 100%.

» Exceso enantiomérico (EE):

Cr - Cg Cs - Cr
EE, = ——(x100) EEs= ——— (x100)
Cr+Cs Ci+Cs
El exceso enantiomérico siempre se refiere a uno de los enantiomeros, y puede referirse

al producto o al reactivo. En el caso estudiado, se referira al exceso enantiomérico del

reactivo. El exceso enantiomérico tomaré valores entre el 0y el 100%.

» Factor Enantiomérico (EF):

EE X
EF=—— EEr = ————— (x100)
EEr (100-X)

Este parametro desarrollado por Lopez Belmonte et al., 1997, permite evaluar la

enantioselectividad de una forma sencilla. Se calcula como el cociente entre el exceso
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enantiomérico experimental (EE) y el exceso enantiomérico teorico (EEr) el cual
corresponde al valor del exceso enantiomérico que habria si s6lo hubiese reaccionado el
enantidmero de velocidad mas rapida. De esta forma, un valor del factor enantiomérico
de 1 significa enatioselectivamente perfecta, mientras que un valor de 0 corresponde a

una ausencia de resolucion.
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Los resultados obtenidos en el desarrollo de la presente investigacion doctoral, han
permitido la sintesis del gen sintético lip2 y su expresion en Pichia pastoris. Ademas,
se han llevado a cabo estudios de fermentacion y recuperacion que han permitido hacer
una caracterizacion de la enzima Lip2 recombinante y su comparaciéon con la enzima
nativa. Asi mismo se ha estudiado su aplicacion en reacciones enantioméricas de
productos de interés para la industria farmacéutica, como son las sintesis
enantioselectivas de los ésteres de trans-2-fenil-1-ciclohexanol (TPCH) y el 4cido 2-(p-

isobutilfenil) propionico (ibuprofeno).

5.1.- Sintesis y clonacion del gen lip2.

5.1.1. Sintesis del gen lip2.

La levadura C. rugosa produce de forma natural una mezcla de isoenzimas con distinto
perfil segun las condiciones de cultivo, substrato inductor y cepa productora. En la
mayoria de estudios con lipasas comerciales, se han detectado mayoritariamente Lipl y
Lip3 (Lee et al., 2002), si bien en nuestro grupo de investigacion en producciones con la
cepa ATCC14830 de Candida rugosa se han detectado principalmente Lip2 y Lip3
(Sanchez et al., 1999); los extractos comerciales también presentan las lipasas Lip2,
Lip5 y Lip4 en menores cantidades (Lee et al., 2002). Esta familia de enzimas
presentan pesos moleculares (desde 56,96 kDa para Lip5 hasta 57,74 kDa para Lip2) y
punto isoeléctrico (entre 4,5 y 5,7) cercanos entre si, por lo que la obtencién de
isoformas puras presenta dificultades importantes (Lotti et al., 1994, Ferrer et al., 2001).
Una alternativa atractiva para la obtencion de isoenzimas de lipasas de C. rugosa libres
de otras actividades lipasicas y esterasicas contaminantes seria su produccion
recombinante. No obstante, esta estrategia presenta una dificultad importante derivada
de la lectura del codén CUG en C. rugosa, codén que en el codigo genético universal es
leido como leucina, pero que C. rugosa lo traduce como serina (Ferrer et al., 2001).

Para resolver esta problematica orientada a la expresion de Lip2 en forma recombinante,
se han presentado dos estrategias moleculares utilizando como herramienta operativa la
técnica PCR. Por una parte, el grupo de Lee et al., (2002) realizé mutagénesis dirigida
para los 19 codones “anormales” de los 45 codones de serina del gen lip2 de C. rugosa,
estos codones fueron adaptados para la expresion funcional del gen lip2 en Pichia
pastoris. Por otra parte, en el presente estudio se optd por realizar la sintesis integral

del gen lip2 de C. rugosa clonandolo inicialmente en el plasmido pUCI19 (Fig. 5.1).

115



Resultados

Ello permite, ademas de cambiar todos los codones de serina, adaptar el resto de
codones de lip2 a codones mas usados en P. pastoris (Fig 5.2, Tabla 8.2 y 8.3 en
Anexo). Esta estrategia de sintesis in vitro de genes basada en la técnica de la PCR
para su Optima expresion en P. pastoris también fue utilizada con éxito en el caso de
otra lipasa de C. rugosa, concretamente para la expresion recombinante de Lipl por
Brocca y col., en 1998. Asi, el gen de la proteina Lip2 de C. rugosa, con 1605 pares de
bases que codifican para 534 aminodcidos en la proteina madura, fue traducido para su
correspondiente secuencia aminoacidica. A ésta secuencia se le realizé una traduccion
reversa, es decir, se implemento la secuencia génica del uso de codones para P. pastoris,
por lo cual se realizaron los cambios en todos los codones de poco uso en P. pastoris
incluyendo todos los codones no universales que codifican para serina en C. rugosa
(CTG), por codones universales y de mayor frecuencia de uso en P. pastoris (Fig. 5.2),
disefiandose asi de nuevo la secuencia nucleotidica tedrica del gen lip2 que ahora se
expreso en P. pastoris (Fig. 5.2). Con base a esta nueva secuencia, la cual presento un
27,7% de diferencia respecto a la secuencia original del gen lip2 de C. rugosa, se
sintetizd el nuevo gen lip2 in vitro mediante técnicas de PCR con los sitios de
restriccion adyacentes para las endonucleasas Eco RI y Hind I1I y fue ligado al plasmido
pUC19 previamente linearizado con las mismas enzimas. La sintesis del gen lip2 y su
clonaje en pUC19 fue realizada por la empresa Biospring (http://www.biospring.de) con

base a nuestro disefio.
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+
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4254 pb

 NotI(1614)

Fig. 5.1.- Esquema del plasmido pUC19 con el gen lip2. Se indica en la figura la
resistencia a ampicilina, que otorga el plasmido, el gen rlip2 y las enzimas de restriccion
entre las cuales esta el gen lip2.

Dado que P. pastoris secreta una cantidad minima de proteinas endogenas y que las
caracteristicas fisico-quimicas y estructurales de rLip2 permiten, en principio, una facil
recuperacion utilizando membranas de ultrafiltracion de didmetro de poro adecuado
(con un corte de peso molecular de 10 kDa en nuestro caso),y en el caso que fuese
necesaria una mayor purificacion usando la cromatografia de interaccion hidrofobica
(ver introduccion), no se dispuso que la enzima se sintetizara fusionada a una cola de
histidinas para facilitar su purificacion mediante cromatografia de afinidad a metales
quelados; esta estrategia sOlo se llevd a cabo cuando se decidid expresar
intracelularmente lip2 en E. coli (ver apartado 5.4.2.1), ya que el proceso de
purificacion se prevé dificil. De esta manera, se redujo al minimo el nimero de
residuos adicionales en la Lip2 recombinante (rLip2) respecto a su enzima homologa
nativa (nLip2), minimizando al maximo las posibles interferencias en la conformacion y

actividad de la enzima.
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Resultados

gca cca aca gct act tta gct aac gga gac act ata acc gga tta aac gcc atc gtt
A P T A T L A N G G

ttt ttg ggc atc cca ttt gct gaa cca ccg gtg ggc acc tta aga ttc aaa cct cca

G | P F A E P P \Y G

tcc gcc tcc tta aat ggt caa cag ttc act tcg tac gga cca tcc tgt atg cag atg
S A S L N G Q Q F T S Y G S

gga tcc ttc gaa gat act cta ccc aaa aat gca ctg gat ctg gtg ttg cag tca aag
G S F E D T L P K N A L D L \Y, L Q S K

gtc gtg tta cca aat gat gaa gac tgc ctc aca att aac gta atc aga cct cca ggt
\Y, \Y, L P N D E D C L T | N \Y | R P P G

agt gcg ggt ttg cct gta atg ctt tgg att ttc gga ggt ggt ttc gaa ctg ggt ggt
S A G L P \Y, M L W G G G G G

ttc ccg ggt gac caa atg gtg gcc aaa agc gtg ctc atg ggc aaa ccg gtc atc cac
F P G D Q M \Y, A K S \Y, L M G

aac tac aga gta gct tcc tgg gga ttt ctg gca ggg ccc gat att caa aat gaa ggt
N Y R \Y, A S W G G G

gct ggt cta cat gac caa aga tta gct atg caa tgg gtg gca gac aat ata gcg gga
A G L H D Q R L A M Q W \Y, A D N | A G

gat cct agt aaa gtg aca att tat gga gag tcg gcc ggt tct atg tcc act ttc gtt
D P S K V T 1 Y G S G S M S

tgg aac gat gga gat aac acc tat aac ggt aaa cca tta ttc aga gcc gct att atg
W N D G D N T Y N G K P L F R A A | M

tgt atg gtc cct tct gac ccc gta gat gga aca tat gga act gaa ata tac aac caa
C M \Y, P S D P \Y, D G G

tcc gct ggt tgt ggt tct gca tct gat aag ttg gcc tgt cta cga ggt ttg tca caa
s A G C G S A S D K L A C L R G L s Q

tac cag gca aca agc gat acc ccc ggg gtt ttg gcc tac ccc tcc ttg agg ctg tcc
Y Q AT § b T P G V L A Y P S L R S

aga ccc gat ggt acc ttt att acc gac gac atg tac gca cta gtg cga gat gga aag
R P D G T F | T D D M Y A L \Y R D G

gtt cct gtt att atc ggt gat cag aat gat gaa ggc acc ctt ttc gga cta tca agt
V. P V I 1 G D Q N D E G G L S S

acc acc gat gct caa gcc cgg gct tac ttc aag caa agt ttt att cat gcc tcc gat
T T D A Q A R S S

gat acc cta atg gct gcc tac acg agt gat att act caa ggt tca cct ttc gac acc
D T L M A A Y T S D | T Q G S

aat gct att act ccc caa ttt aaa aga att agt gcc ctg ctt gga gat ctt gca ttc
N A 1 T P Q F K R 1 S A L L G

cgt agg tat ttc ttg aat tat tac cag gga ggt acc aag tac tct ttc ctg tca aaa
R R Y F L N Y Y Q G S

ggc ttg ccg gtc ctg gga acc ttc cac gga aat gac atc ata tgg caa gat tat ttg
G L P \Y, L G T F H G

ggc tca gtt ata tac aat aat gca ttc att gct ttt gcg aat gat cta gac cca aat
G S \Y, | Y N N A F | A F A N D L D P N
ctc tgg acg aac tgg cca aca tac acc agt tct tcc cag tcc gga aac aac ttg atg
L W T N W P T Y T S S S Q S G

ggc cta ggt tta tat act ggc aag gac aac ttt aga cca gat gct tac agt gcc ctc
G L G L Y T G K D N F R P D A Y S A L
ccc cca tca ttt ttt gta tag gcg gcc gca agc ttc ag

P P S F F V  Stop

Fig. 5.2.- Secuencia del gen lip2 optimizada para ser expresada en Pichia pastoris y
su correspondiente secuencia aminoacidica. Las secuencias marcadas en verde indican las
dianas para las enzimas de restriccion, ECORI, Not I y Hind III respectivamente, el residuo
marcado en azul corresponde al extremo N-terminal de la Lip2 madura nativa, las S indican las
serinas cambiadas, la secuencia en negrita y cursiva indica la secuencia stop para la traduccion
del gen lip2, codificacion de aminoacidos con letras en tabla 8.1 en anexo.
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5.1.2.- Subclonacion del gen lip2 sintético en el vector de expresion pPICZa
Generalmente, la clonacion de vectores de expresion en P. pastoris se basa en un
protocolo de integracion en el genoma de dicho organismo del vector de expresion.
Estos vectores son vectores llamados lanzadera (shuttle vectors), es decir, que pueden
ser clonados en E. coli y replicarse en este huésped de manera autonoma, para luego ser
subsecuentemente traspasados a P. pastoris mediante transformacion con el vector
previamente purificado y linearizado (Higgins et al., 1998). Nuestro caso no es la
excepcion:  Se subclond el gen lip2 sintético (rlip2) desde el plasmido pUC19 (Fig. 4.3
en materiales y métodos) al plasmido pPICZa (Fig.4.4 en materiales y métodos). Para
lo cual, se amplificé el plasmido pUC19rlip2 en E. coli, posterior a lo cual se purifico y
se procedié ha realizar la extraccion plasmidial; el plasmido pUC19rlip2 fue digerido
con las enzimas de restriccion Eco RI y Not I, generandose la liberaciéon del gen
(purificacion) y su posterior ligacion en el plasmido pPICZa previamente digerido con
las mismas enzimas de restriccion, asi quedo conformado el plasmido pPICZarlip2.
En la figura 5.3 se describe la estrategia global de la formacion del plasmido
pPICZarlip2.

La inserciéon de la diana ECORI comporto la incorporacion de dos residuos de
aminoacidos (EF) al extremo N-terminal de la enzima rLip2 madura (Fig 5.2); ademas,
esta secuenciase insert6 inmediatamente después de la region codificadora de la sefial de
secrecion del factor alfa de S. cerevisiae de pPICZa, permitiendo asi la secrecion del
producto recombinante (con la secuencia N-terminal EFAPTA). Con esta ligacion se
transformé E. coli DHSa y se seleccionaron transformantes resistentes a zeocina, de los
cuales se purifico el plasmido pPICZarlip2. Una vez comprobado mediante analisis de
restriccion y secuenciacion que la construccion del plasmido pPICZarlip2 y la
secuencia del inserto era correcta, se purifico DNA plasmidico suficiente para ser
linearizado con la enzima de restriccion Sall y utilizado en la transformacion de P.

pastoris.

119



Resultados

pUCI19rLip2 CYCITT pPICZo A

CORI
\Multiple cloning site
Notl
yc-epitope
P TEF1 3'AOX priming site
o AOX1TT
Digetion con Eco Rl y
Not I y purificacion
pUC ori
rlip2 /
CYC1 TT
Shple
Not I . . . . Notl
Ligacion y purificacion
[ AOXITT
\ 4
! 5YAO0X1
C TT
Fact@ao
. PICZarlip2
Zeocina p P
P EM7
F1

AQXe T

c-myc epitope

Fig. 5.3.- Esquema de formaciéon del plasmido pPICZarlip2, purificando del gen

rlip2 desde el plasmido pUC19rlip2, los detalles de ambos plasmidos se especifican
en materiales y métodos.
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5.1.3- Transformacion de Pichia pastoris

Posterior a la clonacion del plasmido pPICZalip2 (Fig. 5.3, 5.4y 5.5) en E. coli DH5a y
su purificacion, se procedio a su linealizacion con la enzima de restriccion Sal 1. El
plasmido digerido se utilizé para transformar P. pastoris X33 mediante electroporacion,
integrandose al locus aox1 de su genoma, lo que nos permitio la obtencion exitosa de 12
clones de P. pastoris en placas de agar YPD-zeocina. A continuacion, estos clones se
cultivaron en Erlenmyerss en medio definido y metanol como fuente de carbono (medio
BMM) segun el protocolo descrito en materiales y métodos. Todos ellos secretaban la
proteina recombinante Lip2 activa. En la tabla 5.1 se resumen los valores de biomasa y
actividad lipasica alcanzados para cada cultivo después de 48 horas. Se puede observar
que los niveles de actividad especifica son variables segin los clones. Esto ha sido
atribuido a la llamada variacion clonal (distintos niveles de expresion entre distintos
transformantes con idéntico vector de expresion). No obstante, parte de la variabilidad
también puede ser atribuida a la poca reproducibilidad de los cultivos en Erlenmyers (no
se realizaron réplicas de los cultivos dado el nimero de clones a analizar). De estos 12
clones, 4 fueron pre-seleccionados por presentar una actividad lipasica especifica igual
o superior a uno (clones 7, 8, 9 y 12) (Tabla 5.1). Estos 4 clones se sometieron a un
proceso de resiembra en placas de YPD-zeocina para garantizar su pureza y se
generaron stocks a -80° C. Asimismo, se seleccion6 el clon namero 12 (Tabla 5.1, Fig.
5.6) por presentar la mayor actividad lipasica especifica como cepa productora de Lip2

recombinante para los estudios subsiguientes de produccion y caracterizacion.

Tabla 5.1.- Selecciones de clones de P. pastoris productores de actividad lipasa
Clon Absorbancia  Act. Lipasa Act. especifica

N° D.O. 600 (U/ mL) (U/ mL)/ DO600
1 12,53 4,88 0,39
2 10,92 3,91 0,36
3 11,5 6,25 0,54
4 8,83 3,71 0,42
5 9,23 1,75 0,19
6 8,93 0,99 0,11
7 9,23 15,65 1,70
8 12,71 12,72 1,00
9 9,34 4,69 0,50
10 11,55 9,68 0,84
11 8,77 11,74 1,34
12 8,21 20,06 2,44
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Fig. 5.4.- Gel de agarosa, M es el marcador de peso molecular en pares de bases
(bp). Los carriles 1 y 2 corresponden al plasmido pUC19, digerido parcialmente con
Eco RI y Not I, y los carriles 3 y 4 al plasmido pPICZa.
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Fig.5.5.- Gel de agarosa, donde se aprecia el resultado de la ligacion. M es el
marcador de peso molecular en pares de bases (pb). Los carriles 1-5 son muestras de

pPICZalip2 en dilucion seriada, a partir de la obtencion del plasmido mediante midi-
prep; M Marcador de peso molecular.
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Fig. 5.6.- Fotografia de Pichia pastoris X33/pPICZarlip2, clon numero 12
seleccionado para fermentaciones de produccion de la enzima recombinante lipasa 2
(rLip2), 100X.

5.2- Produccion de rLip2 en P. pastoris

Seleccionado el clon (clon 12) para la expresion de la proteina recombinante Lip2, dada
su mayor actividad lipasica especifica en cultivos en Erlenmyers, se procedio a realizar
el escalado a fermentadores de 5 litros en operacion en discontinuo. De esta manera se
podria trabajar en un sistema con monitorizacion y control de los pardmetros
ambientales de la fermentacién como son el pH y el oxigeno disuelto y por consiguiente
poder obtener una mayor producciéon de biomasa y de proteina heterdloga en
condiciones mas controlables y reproducibles. Las fermentaciones en discontinuo se
realizaron en medio BMM con metanol como fuente de carbono, para asi inducir la
produccion de rLip2.

Una primera fermentacion preliminar se realizo6 a pH constante de 5,5 y una
concentracion de oxigeno disuelto superior al 20% actuando el control sobre el caudal
de aireaciOn; estos parametros se escogieron para trabajar lejos del pH optimo de las
proteasas de P. pastoris que es alrededor de pH 7,0 y poder mantener el cultivo en
condiciones aerdbicas, condiciones Optimas de trabajo recomendadas por Invitrogen
para la produccion de proteinas heterdlogas en P. pastoris. Se parti6 de una
concentracion inicial de metanol del orden de 10 g/L, concentracién que fue consumida
practicamente en su totalidad en las primeras 20 horas de fermentacion detectandose

una actividad lipasica que alcanzo el valor de 12 U/mL, al término de la fermentacion.
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Estos resultados fueron esperanzadores ya que los valores de actividad obtenidos eran
del mismo orden de magnitud a los obtenidos con la cepa nativa de C. rugosa en
cultivos en discontinuo utilizando 4cido oleico como substrato. Concretamente se
obtuvieron 12,1 U/mL utilizando como substrato 12 g/L de acido oleico (Gordillo et al.,
1995). Por consiguiente, ademds de obtener unos valores de actividad similares se
estaba obteniendo la isoenzima lip2 pura, y no una mezcla de isoenzimas como las

obtenidas con el cultivo de la levadura nativa C. rugosa.

5.2.1.- Fermentaciones de P. pastoris a distintos pHs.

Una vez observados los prometedores resultados en discontinuo a pH 5,5; se procedio a
estudiar de manera sistematica el efecto de pH en la produccion de la proteina
heter6loga con el objetivo de determinar el pH Optimo de produccion para las futuras
fermentaciones a realizar en discontinuo alimentado. Si bien el pH previo escogido fue
de 5,5 por ser el habitual de trabajo de P. pastoris, se evaluaron las prestaciones a pH
6,5y 7,5 con objeto de alejarse del punto isoeléctrico de la Lip2, muy cercano a 5,5, y
para observar si el pH tiene efecto tanto sobre los niveles de lipasa producidos, como
sobre el momento de su deteccion en el medio de cultivo.

Se repiti6 una nueva fermentacion a pH 5,5 y se obtuvo una méaxima actividad lipasica
de 19,0 U/mL a las 40 horas de fermentacion, consumiendo en el transcurso de las
primeras 20 horas los aproximadamente 10 g/L de metanol utilizados como fuente de
carbono, la densidad 6ptica del cultivo se mantuvo constante a partir de las 23 horas de
fermentacion siendo la densidad optica maxima de 15,1 unidades de absorbancia
equivalentes a 3,2 g/L de biomasa de cultivo (Fig. 5.7).

La produccioén de la rLip2 se encontraba ligeramente desacoplada con el crecimiento del
microorganismo, se producia un cierto retraso con respecto al crecimiento del mismo,
alcanzandose el maximo de actividad en la fase estacionaria de crecimiento, lo que
puede indicar limitaciones en el proceso de sintesis de la proteina o de secrecion de la
misma al medio de cultivo bajo este pH de trabajo.

Cuando se realiz6 la fermentacion en discontinuo a pH 6,5 se obtuvo una maxima
actividad lipasica de 31,8 U/mL a las 23 horas de fermentacion, no detectandose una
bajada de la misma hasta las 55 horas, seguramente por accion de las proteasas (Fig.
5.8). Se debe destacar que en la presente fermentacion se detectd la presencia de
actividad lipasica (11,3 U/mL) a partir de las 13 horas de fermentacion, cuando todavia

existe la presencia de una concentracion de metanol de 4,3 g/L en el medio, lo que
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indica que, en este caso, la produccion no se encuentra tan desacoplada con el

crecimiento como en la fermentacion a pH 5.5.
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Fig. 5.7.- Fermentacion de P. pastoris para la expresion de rlip2 en discontinuo a
pH 5,5. m biomasa, medida mediante la densidad optica a 600 nm, A actividad lipasica
(U/mL) , @ concentracién de metanol en g/L.

El consumo de los aproximadamente 10 g/L de metanol se produjo en el transcurso de
las primeras 20 horas, la densidad 6ptica del cultivo se mantuvo estable a partir de las
17 horas de fermentacion siendo la densidad Optica maxima de 19 unidades de
absorbancia, equivalente a 4 g/L. de biomasa. Al final de la fermentacion se aprecia una
disminucién en la densidad optica, lo que indicaria el inicio de la fase de muerte celular
para el presente cultivo (Fig. 5.8).

A diferencia de la fermentacion anterior a pH 5,5 los niveles de actividad lipasica

obtenidos en la fermentacion a pH 6,5 son practicamente el doble.
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Fig. 5.8.- Fermentacion de P. pastoris para la expresion de rlip2 en discontinuo a
pH 6,5. m biomasa medida mediante densidad 6ptica a 600 nm. A Actividad lipésica
(U/mL). e Concentracion de metanol en g/L.

La fermentacion a pH 7,5 presentd problemas principalmente operacionales. A este pH
se produce una precipitacion importante de componentes del medio de cultivo.

Este hecho ya desaconseja trabajar bajo estas condiciones. No obstante se realizo la
fermentacion obteniéndose una maxima actividad lipasica de 13 U/mL a las 23 horas de
fermentacion, con una concentracion de metanol de 3,93 g/L todavia presente en el
medio. A partir de este punto se observo una disminucion de la actividad lipasica
probablemente debido a la accion de las proteasas, ya que el pH 7,5 es el optimo de
actividad de las enzimas proteoliticas de Pichia. Por estos motivos sefalados se descarto
el pH 7,5 como posibles pH de trabajo.

En la tabla 5.2 se presentan los valores de actividades lipasicas maximas, rendimientos
y productividades obtenidos en las dos fermentaciones de Pichia a pHs de 5,5 y 6,5
comparandose con los obtenidos en una fermentacion con la levadura Candida rugosa

creciendo sobre 8 g/L. de acido oleico (Gordillo, 1995).
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Como se observa en la tabla 5.2 los valores maximos de todos los parametros se
alcanzaron a pH 6,5 utilizando el microorganismo huésped. Ademas de obtenerse en
este experimento la maxima productividad, también se consiguié el mayor rendimiento
de producto por gramo de substrato consumido y gramo de biomasa generada. Un gel de
electroforesis SDS-PAGE reveld6 una banda a 62 kDa que corresponde al peso
molecular esperado de la rLip2.

Por estos motivos se procedid a seleccionar el pH 6,5 (Fig. 5.8) para realizar las
sucesivas fermentaciones en discontinuo alimentado, ya que a este pH se alcanzo la
mayor actividad lipasica, y el mayor crecimiento del microorganismo sin problemas
operacionales. Ademas, este pH se encuentra alejado del punto isoeléctrico (tedrico) de
las lipasas de C. rugosa, situado en 4,9 y ademas todavia se encuentra relativamente
alejado del pH optimo de actividad de las proteasas de P. pastoris.

Estos resultados confirman al sistema P. pastoris como una alternativa prometedora
para la obtencion de rLip2. Desde el punto de vista de produccién, se ha obtenido una
actividad lipasica 2.6 veces mayor a la obtenida con el microorganismo nativo. Ademas
desde el punto de vista econémico el proceso de purificacion serd mucho mas simple
puesto que Pichia secreta pocas proteinas extracelulares y la proteina recombinante que

se obtiene en este caso es la isoenzima pura rLip2.

Tabla 5.2. Comparacion entre las prestaciones de la lipasa producida en el
microorganismo nativo C. rugosa y en el microorganismo huésped P. pastoris

Fermentacion Actividad Ypss Yex Productividad
lipasica méxima (U/mg S) (U/mg) (U/L h)
(U/mL)
Pichia pH 5.5 19.0 2.02 5.9 452
Pichia pH 6,5 31.8 3.8 8.0 795
Candida rugosa 12.1 1.5 1.8 302
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5.2.2.- Fermentaciones de Pichia pastoris siguiendo una estrategia de operacion

discontinuo alimentado.

Realizada la seleccion clonal en matraces Erlenmyers y la optimizacion del pH de
cultivo en fermentaciones en discontinuo, se procedio a realizar fermentaciones con
medio definido (Invitrogen) en discontinuo alimentado para obtener una elevada
densidad celular con el objetivo de conseguir unos elevados niveles de proteina
recombinante. Asi, se realizaron diversas fermentaciones compuestas por 3 etapas cada
una. La primera es la fase en discontinuo, dirigida a la obtencion rapida de biomasa; en
esta etapa, la fermentacion se alimentd con glicerol (20 g/L) como unica fuente de
carbono. La segunda fase es la etapa de transicidn que comienza una vez consumido
completamente el glicerol adicionado inicialmente, detectado mediante el aumento
subito del oxigeno disuelto. En esta etapa se produce un cambio de la alimentacién de
forma gradual, de una alimentacion exclusiva con glicerol a la alimentacion exclusiva
con metanol. Finalmente, la tercera fase es la etapa de induccion en la que se alimenta
al microorganismo exclusivamente con metanol manteniendo la concentracion constante
en el medio de cultivo en 3 g/L. Esta concentracién de metanol ha sido seleccionada
para trabajar en la zona de maxima velocidad de crecimiento. Para ello se realiza una
adicion de metanol de caudal variable por la acciéon de un controlador PI previamente
desarrollado en el grupo a partir de la medida en linea de metanol (Cos et al., 2006).

De las diversas fermentaciones realizadas, se presentan las denominadas fermentaciones
1,2y3.

La fermentacion 1 (Fig. 5.9) se llevo a cabo durante 42 horas, periodo en el cual no se
detectd la presencia de actividad lipasica. Los aproximadamente 20 g/L de glicerol
adicionados fueron consumidos durante las primeras 25 horas, periodo que corresponde
a la fase en discontinuo (fase I). Posterior al periodo de transicion (5 h) (fase II), en que
se mantiene la fermentacion con una alimentacion mixta (glicerol/metanol), se procedid
a la alimentacion exclusiva con metanol (fase III). Como se puede observar el sistema
de control no fue capaz de mantener la consigna a 3 g/L. Se produjo una acumulacion
maxima de 2,6 g/L a las 42 horas de fermentacion. Esto se debid a que el controlador

PI, que estaba en fase de validacion, no se encontraba bien sintonizado.
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Fig. 5.9.- Analisis de glicerol y metanol en funcion del tiempo para la fermentacion
1. ¢ Concentracion de glicerol, e concentracion de metanol,— pO,. Zona I, periodo

discontinuo de la fermentacidn; zona II, periodo de transicion y zona III, discontinuo
alimentado (induccién).

A las 42 horas la fermentacion 1 alcanzé una biomasa final de 25 g/L y el maximo
nivel de proteina extracelular, 130 pg/mL (Fig. 5.10).

El oxigeno disuelto, actuando sobre el caudal de adicion de aire y manteniendo la
agitacion constante a 800 rpm, presentaba oscilaciones con valores superiores al 25%
(Fig. 5.9). El caudal de aireacion se mantuvo estable hasta las 30 horas con un valor del
1,5 L/min, a partir de este instante se generan oscilaciones de caudal de aireacion, con
periodos discontinuos que en su mayor amplitud llegan hasta los 20 L/min, que
corresponde a la capacidad méxima de aireaciéon que puede proporcionar el equipo de

fermentacion.
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Fig. 5.10.- Analisis de proteina extracelular y biomasa en funcion del tiempo para
la fermentacion 1. m biomasa medida como peso seco. A proteina extracelular. La
zona I, corresponde al periodo del discontinuo de la fermentacion; la zona II,

corresponde al periodo de transiciéon y la zona III, corresponde al discontinuo
alimentado (induccion).

El crecimiento del microorganismo y el consumo de los substratos a lo largo de la
fermentacion se han comportado de acuerdo a lo observado en otras fermentaciones
realizadas dentro del grupo de investigacion para la obtencion de la lipasa heterdloga
del hongo Rhizopus oryzae. Sin embargo, el hecho mas significativo es la no presencia
de actividad lipasica en el medio de cultivo.

Con el objetivo de determinar si se produce la enzima recombinante rLip2, ya que no se
observa actividad lipasica, se realizo un gel SDS-PAGE de seguimiento de la
fermentacion 1. En la figura 5.11 se puede apreciar mayoritariamente una tenue banda
alrededor de 120 kDa, que corresponderia al peso molecular tedrico del dimero de la
rLip2 y cuyo aumento de intensidad a lo largo de la fermentacion se correlaciona con el
aumento en la produccion de la proteina extracelular en el medio de cultivo (Fig. 5.10).
A destacar que no se observa presencia del monomero de rLip2, a diferencia de los
experimentos en discontinuo donde se observaba actividad lipasica, lo que parece
indicar que la actividad enzimatica esta ligada a la forma monomérica.

Por consiguiente, el cambio de medio de cultivo y/o modo de operacion provoca la

formacion de agregados del producto recombinante.
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Tiempo de fermentacion (h)
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Fig. 5.11.- Gel SDS-PAGE al 12 % acrilamida revelado con solucion de Coomassie,
donde se aprecia las proteinas extracelulares para diferentes tiempos

(fermentacion 1). M.- Marcador de peso molecular. Se indica la posiciéon en donde debiera

encontrarse rLip2 con un PM de 62 KDa, y enmarcado en un rectdngulo donde se encuentra el posible
dimero de rLip2 con un PM de 116,5 KDa.

Con objeto de controlar de manera precisa la concentracion de metanol a 3 g/L se
realizé una segunda fermentacion, trabajando con el controlador PI optimizado. Como
se observa en la figura 5.12 el control de metanol en este caso fue satisfactorio. Por otra
parte, se mantuvo constante el caudal de aireacion a 15 L/min, con objeto de mantener
siempre unos niveles de oxigeno disuelto superiores al 20% y asi evitar las oscilaciones
observadas con este parametro en el anterior experimento.

La fermentacién 2 se mantuvo durante 48 horas, momento en que se alcanza el mismo
nivel de biomasa que la fermentacion 1. El glicerol afiadido se consumi6 durante las
primeras 23 horas en que se llevo a cabo la fase discontinua. A continuacion, se realizo
la etapa de transicion que durd 5 horas. Posteriormente comenz6 la etapa de induccion
a una consigna de 3 g/L de metanol hasta finalizar la fermentacion. Se alcanzé una
concentracion de biomasa (23,8 g/L) y un maximo de proteina extracelular de 720
pg/mL (Fig. 5.13). En comparacién con la fermentacién 1, con aproximadamente la
misma concentracion de biomasa, se obtiene un nivel de proteina extracelular 5 veces
mayor. A medida que aumenta la concentracién de biomasa en la etapa de induccion,
utilizando como unica fuente de carbono metanol, disminuye el oxigeno disuelto

alcanzando un valor del 20% al final de la misma. Este hecho confirma las altas
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necesidades de oxigeno por parte del fenotipo Mut' lo que puede conllevar problemas

operacionales de suministro del mismo.

5 - 20
100
18
L4 16
80
o L 14
&
2 S g
3 60 3@ 12@
3 3 F1073
9 =
S 40 2= (80
o L
° 6
20 1 -4
)
0 e . 0 Lo

(=}

10 20 30 40 50

Metanol (g/L)
Fig. 5.12.- Analisis de oxigeno disuelto (pO;), metanol y glicerol en funcion del
tiempo para la fermentacion 2. ¢ Concentracion de glicerol, ® concentracion de
metanoly = % pOa,.
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Fig. 5.13.- Andlisis de proteina extracelular y biomasa en funciéon del tiempo para
la fermentacion 2. m biomasa medida como peso seco. A proteina extracelular.
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Nuevamente no se detect6 actividad lipasica a lo largo de la fermentacion, siendo el gel
de electroforesis de la fermentacion 2 muy similar al observado en la figura 5.11 para la
fermentacion 1. Con el fin de comprobar la presencia de rLip2 en la fermentacion 2 se
realiz6 el correspondiente analisis de deteccion inmunologico (western-blot) en el que
se reconoci6 la forma dimérica de la proteina (Fig. 5.14). A destacar que se detecta la

presencia de la proteina solo en forma dimérica desde el inicio de la fase de transicion.

PM
Tiempo de toma de muestra (horas) (kDa)

112,5

62

Fig. 5.14.- Western-Blot de la fermentacion 2. Los numeros en los carriles indican
los tiempos de toma de muestra, los 62 KDa indican la zona de rLip2 monomérica.
Con el controlador PI para metanol funcionando correctamente se procedi6 a realizar
una tercera fermentacion (fermentacion 3). A diferencia de las anteriores se inici6 con
una concentracion de glicerol del orden de 40 g/L. para disponer de una mayor
concentracion de biomasa inicial en la etapa de induccion. La fermentacion 3 fue
seguida hasta las 53 horas. En este punto se da por finalizada la fermentacion porque
trabajando a 800 rpm y el caudal de aire méximo que puede proporcionar el equipo no
se conseguia mantener el pO, por encima del 10% debido a los altos consumos de O,

que necesita el fenotipo Mut" de P. pastoris (Fig. 5.15).

El glicerol afiadido (36 g/L) se consumi¢ durante las primeras 19 horas en que se llevo a
cabo el discontinuo. En la etapa de induccion se fijo6 una consigna de 3 g/L. de metanol,
similar a la de la fermentacion 2. Como era de esperar la concentracion de biomasa
final alcanzada fue mayor que en la fermentacion 2 llegando a un valor de 43,6 g/L (Fig.

5.16). Sin embargo, sorprendentemente, el nivel maximo de proteina extracelular
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detectada fue similar con un valor de 710 pg/mL. Nuevamente no se detect6 actividad

lipasica a lo largo de la fermentacion.
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Fig. 5.15.- Analisis de oxigeno disuelto (pO;), metanol y glicerol en funcion del
tiempo para la fermentacion 3. ¢ Concentracion de glicerol, ® concentracion de
metanol y ------ % pO,. La zona I, corresponde al periodo del discontinuo de la
fermentacion; la zona II, corresponde al periodo de transicion y la zona III, corresponde
al semicontinuo (induccion).
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Fig. 5.16.- Analisis de proteina extracelular y biomasa en funcion del tiempo para
la fermentacion 3. m biomasa medida como peso seco. A proteina extracelular. La
zona I, corresponde al periodo del discontinuo de la fermentacion; la zona II,
corresponde al periodo de transicion y la zona III, corresponde al semicontinuo
(inducciodn).
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5.3.- Recuperacion de la actividad lipasica rLip2.

Una vez detectado el problema de la formacion del dimero de rLip2 sin actividad
lipasica, se procedio a la recuperacion de la rLip2 del caldo de cultivo para un posterior
tratamiento que permita la recuperacion del mondmero y por consiguiente de su
actividad. Previamente, para intentar obtener la separacion del dimero en geles de
electroforesis, se aplicaron técnicas de desnaturalizacion consistentes en duplicar el
tampon de carga para conseguir una mayor desnaturalizacion quimica y en aumentar los
tiempos de desnaturalizacion a 100°C con objeto de incrementar la desnaturalizacion
térmica. En la figura 5.17 se presenta el western-blot resultante de esta estrategia, donde
se observa que si bien se consigue una mejor desagregacion del dimero, éste no se
resuelve en su totalidad. Esto indica que la forma dimérica presenta una gran estabilidad

en el medio de cultivo utilizado.

KDa Tl T2 T3
M o Lip2+ F F F2 F F2 F F2

116.2 —p
58.1 —p

Fig. 5.17.- Western-Blot para el ensayo de desnaturalizacion. F= Fermentacionl;
F2= Fermentacionl con doble concentracion de tampon de carga; T1= 5 min, T2= 10
min y T3= 15 min, tiempos de desnaturalizacion a 100° C. ¢ lipasa comercial sigma,
Lip2+: solucion diafiltrado rLip2 positiva

La literatura indica extensamente la agregacion de un gran niimero de lipasas, formando
dimeros e inclusive tetrdmeros, lo que ha interferido en diversas ocasiones en la
determinacion del peso molecular. Las distintas conformaciones de las proteinas
pueden inducir una disminucion de actividad de la enzima, lo que se ha observado para
las lipasas de Bacillus thermocatenulatus (Rua et al., 1997), Burkholderia cepacia
(Diinhaupt et al., 1992), Bacillus subtilis (Lesuisse et al., 1993) o las lipasas de

Pseudomonas sp (Graupner et al., 1999). Estas diversas conformaciones se han
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demostrado que estan inducidas por la presencia de compuestos no proteicos, como
carbohidratos o lipidos (Pernas, 2003), sin embargo, esta agregacion no tiene porque ser
mediada por la presencia de estos compuestos, de hecho, se ha detectado que la lipasa
de Penicillium simplicissimum se encuentra en medio acuoso como monoémero, dimero,
trimero y tetramero (Sztajer et al., 1992). Las lipasas poseen una zona particularmente
hidrofobica que incluye la cara interna de la tapadera y la regién en torno al centro
activo, de tal manera que en presencia de una interfase hidrofobica, la forma abierta de
la lipasa se adsorbe a ésta mediante interacciones con estd region. A pesar de que
normalmente es el sustrato el que proporciona la interfase, también la puede
proporcionar otra lipasa que se encuentre en su conformacion abierta, explicando de
esta manera la aparicion de formas agregadas. Asi pues, la alta concentracion de lipasa
y también una alta salinidad en el medio de reaccidon favorece la formacién de dimeros
(Pernas, 2003).

El dimero rLip2 producido no presenta actividad lipasica ni con substratos sintéticos
(test de actividad), ni con substratos naturales como el aceite de oliva en reacciones de
hidrolisis. Sin embargo otros dimeros como el de Lip3 si que mantiene su actividad
(Sanchez et al., 1999). Una posible hipdtesis es que la formacion del dimero mantiene
unas interacciones tan fuertes entre sus monémeros que no permite la accesibilidad de
los substratos al centro activo.

Efectivamente en la produccion de rLip2 se dan las condiciones de alta concentracion
de proteina recombinante y de alta fuerza idnica que favorecen la agregacion, por lo que
se plante6 disminuir la salinidad del medio y comprobar que esta fuera la causa de la
formacion del dimero.

Para la recuperacion de la rLip2 del caldo de cultivo se aplicé una estrategia clasica
consistente en la separacion por centrifugacion de la biomasa del sobrenadante de la
fermentacion, microfiltracion para separar el remanente de biomasa, ultrafiltracion
tangencial para eliminar las proteinas de bajo peso molecular y concentrar la proteina de
interés, y dos etapas de diafiltracion posteriores a la ultrafiltracion utilizando una
solucion Tris-HCI pH 7.5 10 mM (Materiales y métodos). Una vez realizada esta etapa,
se observo la presencia de actividad lipasica en el diafiltrado y si bien los geles de
electroforesis revelan la presencia de dimero se observa también la presencia del
monomero, cuyo peso molecular se corresponde al esperado tedricamente de 62 kDa
(Fig. 5.18a). En la figura 5.18b se compara con las lipasas nativas tanto comerciales

como producidas por nuestro grupo de investigacion, no observandose en estas ultimas
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la presencia del dimero. Se demuestra que la alta salinidad del medio es una de las
causas de la formacion del dimero, y que mediante la diafiltracion se puede revertir

parcialmente el proceso.
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5.18.- Gel SDS-PAGE al 12 % acrilamida revelado con solucion de Coomassie,

5.18a Se aprecia las proteinas extracelulares para la fermentacion 2. M.- Marcador de peso molecular,
Mf muestra final, Ud dia-ultrafiltrado.5.18b M marcador de peso molecular, Ud dia-ultrafiltrado, las
proteinas nativas de C. rugosa, N producidas en la UAB, S de la casa comercial sigma. Se indica con un
rectangulo la posicion en donde debiera encontrarse rLip2 con un PM de 62 kDa y/o del dimero de rLip2.

El proceso descrito de recuperacion se realizé para las fermentaciones 1, 2 y 3, y los
resultados obtenidos se presentan en la tabla 5.3. Los microfiltrados de las
fermentaciones 1 y 2 se sometieron a un proceso de ultra y diafiltracion de forma
conjunta y los de la fermentacion 3 por separado. Se aprecia que la pérdida de proteina
en el proceso de microfiltracion no es muy elevada (entre el 5 y el 20%). Para las
fermentaciones 1 y 2, después de la diafiltracion el porcentaje de proteina total
recuperado disminuye hasta el 50% debido a la eliminacién de las proteinas de peso
molecular inferior a 10 KDa. Es muy interesante destacar que el diafiltrado presenta
2500 U/ml de actividad en 800 mL de volumen final. En el caso de la fermentacion 3 el
valor es mayor, para un volumen final de diafiltrado de 1200 mL, se llega a alcanzar una
actividad de 4052 U/mL. Esto supone una actividad total al final del proceso de
practicamente 5 millones de unidades, a pesar de continuar detectandose presencia del

dimero.
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Tabla 5.3.- Evaluacion del proceso de recuperacion lip2

Fermentaciones | Concentracion | Proteina total Rendimiento Actividad Actividad
de Proteina (mg) en proteina (%) Lipéasica lipasica total
(mg/L) (U/mL) (Miles U)

Centrifugado 125 325 100
fermentacion 1

Microfiltrado 100.3 260.8 80,2
fermentacion 1

Centrifugado 713 1996.4 100
fermentacion 2

Filtrado 685.2 1918.6 96,1
fermentacion 2
Diafiltrado 796.8 629.5 --- 2500 2000
fermentacion
1+2

Centrifugado 700 2345 100
fermentacion 3

Microfiltrado 686 2298 98
fermentacion 3

Diafiltrado 1297 1556 66 4052 4862

fermentacion 3

Centrifugado= centrifugado al termino de fermentacion, para la separacion de biomasa

Filtrado=filtrado con un filtro de 0,45 pm de didmetro de por para separar biomasa
remanente. Diafiltrado= una ultrafiltracion de 10 KDa y dos didlisis.

Los niveles de actividad obtenidos en un sistema de recuperacion similar con la
levadura nativa C. rugosa, utilizando como fuente de carbono acido oleico, en una
operacion en discontinuo alimentado en un volumen de biorreactor de 5 litros,
alcanzaron las 5010 U/mL en un volumen final de 100 mL, lo que representa un total de
501 miles de unidades de actividad (Sanchez, 1998). Asi pues, la produccion en P.
pastoris fue 10 veces mayor que en C. rugosa, valor que podria ser incluso superior si
todo el dimero producido se hubiera podido recuperar como mondémero activo.

Se puede afirmar que la produccion de la rLip2 es funcidon de la concentracion de
biomasa que se obtiene, ya que para la fermentacion 3, el hecho de iniciar la fase de
induccién con una concentracion de biomasa mayor ha permitido niveles de actividad

lipasica superiores.
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Para intentar cuantificar la rLip2 activa, asociada al monomero, se utilizo un sistema de
filtracion en columna para desalinizar muestras (HiTrap™ Desalting Column,
Amersham). Se trabajo con las muestras provenientes de la fermentacion 3 previamente
centrifugadas. Se puede observar la presencia del mondémero conjuntamente con
posibles agregados figura 5.19. El hecho que una columna desalinizadora permita la
obtencion de mondmeros reafirma que la alta salinidad del medio provoca la agregacion

de los mismos.
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Fig. 5.19.- Gel SDS-PAGE al 12 % acrilamida revelado con solucion de Coomassie,

donde se aprecia las proteinas extracelulares en el tiempo para la fermentacion 3.
M.- Marcador de peso molecular. Se indica la posicion en donde debiera encontrarse rLip2 con un PM de
62 KDa, y donde se encuentra el posible dimero de rLip2 con un PM de 116,5 KDa y superiores.

El analisis densitométrico de éste gel, mediante el software Quantity One v 4.6.2 de
Laboratorios Bio-Rad, permitié determinar que a las 44 horas de fermentacion se
obtiene un 55,5 % de rLip2 a diferencia del tiempo final de la fermentacion en que el
porcentaje de rLip2 se reduce aproximadamente al 20% de la proteina excretada (Tabla
5.4). Esta disminucion porcentual de rLip2 puede deberse a un efecto de lisis celular que
se puede relacionar con el brusco incremento de la proteina extracelular observado en
las ultimas horas de fermentacion (Figura 5.16). Los altos niveles finales de proteina
extracelular por gramo de biomasa detectados en la fermentacion 2 podrian ser debidos

a efectos mas acusados de lisis celular en esta fermentacion.
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Tabla 5.4. Porcentaje y concentracion de la proteina rLip2 en la fermentacion 3.

Tiempo de fermentacion % rLip2 Concentracion rLip2
horas pg/mL
44 55,5 181,1
53 19,9 141,1

La concentracion menor de rLip2 obtenida a las 53 horas puede ser debido a un efecto
de protedlisis, siendo importante controlar el punto final de fermentacion para evitar los
fenomenos de lisis celular observados. En cualquier caso la rLip2 total obtenida al final
de la fermentacion es de 705 miligramos lo que permite calcular que el valor de la

actividad especifica de la rLip2 es 6896 U/mg de rLip2.

5.3.1.-Liofilizacion de la proteina rLip2

Para obtener mayoritariamente la Lip2 en forma sélida se procedio a su liofilizacion.
Con las lipasas nativas de C. rugosa la liofilizacion habia demostrado ser el sistema mas
eficiente de la recuperacién de la actividad lipdsica al compararlo con sistemas de
precipitacion utilizando etanol y sulfato amoénico como agentes precipitantes.

Sin embargo, tal como se muestra en la tabla 5.5, el proceso de liofilizacién provoca
practicamente la completa pérdida de actividad lipasica de la muestra liofilizada, cuando
con las lipasas nativas de C. rugosa se recuperaba del orden del 90%. Cabe sefialar que
la estabilidad de las lipasas nativas frente a la liofilizacion podria estar relacionada a la
presencia de un polisacarido de alto peso molecular co-secretado por C. rugosa y
fuertemente asociado a las mismas (Sanchez et al., 1999).

Este hecho llevo a la realizacion de ensayos de liofilizacion con la presencia de diversos
aditivos que podrian estabilizar la actividad enzimatica durante el proceso. Siguiendo el
criterio de Krilgaard et al., 1998, se utilizo polietilenglicol (PEG) debido a que fue el
aditivo con el que obtuvieron mejores resultados en el mantenimiento de la actividad
enzimdtica utilizando como modelo de enzima el factor humano XIII recombinante.
Otro aditivo utilizado fue la lactosa ya que se utiliza como estabilizante por la casa
comercial Sigma para la presentacion de su producto lipasa de Candida rugosa.
Finalmente también se experimentd con goma arabiga, compuesto que se ha
referenciado que triplica la actividad de la lipasica pancreética porcina sobre triacetina

cuando se incluye en el medio de reaccion (Ferrato et al., 1997).
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Los resultados se recogen en la Tabla 5.5, donde se puede observar que la presencia de
agentes estabilizantes permite recuperar entre un 20 y un 30% de la actividad segun el
aditivo utilizado. Aunque los valores de recuperacion obtenidos son muy superiores a
los que corresponden a la muestra sin presencia de aditivos, €stos continiian siendo
bajos, por lo que se tiene que continuar investigando con otros aditivos y condiciones,

con objeto de mejorar los rendimientos obtenidos.

Tabla 5.5.- Ensayo de liofilizacion, probando diferentes compuestos de
estabilizacion.

Act. Lipasa | Act. Lipasa % de
Ensayos de liofilizacion inicial final Actividad
Unidades | Unidades | Remanente

Control sin aditivos 125000 1990,2 1,59
Goma arébiga (1 g/L) 625000 148648,8 23,78
Lactosa (30 g/L) 625000 169900,4 27,18
PEG 8000 (1% w/v) 625000 135552 21,69

5.4.-Caracterizacion bioquimica de rLip2
Se realizaron algunos andlisis para la caracterizacion bioquimica de la rLip2 partiendo

del diafiltrado obtenido de la fermentacion 3.

5.4.1.-Secuenciacion del N-terminal de rLip2

Se procedi6 a la secuenciacion de los cinco primeros residuos del extremo N-terminal
del monomero, banda correspondiente al peso molecular de 62 kDa. Para ello se realizd
un nuevo SDS-PAGE de la muestra diafiltrada por cuadriplicado reduciendo la
concentracion de poliacrilamida del gel del 12 al 7,5% para asi facilitar la separacion de
las proteinas y su transferencia a la membrana de Nylon para el analisis de aminoacidos
de las bandas seleccionadas (Figura 5.20). De estas bandas la que corresponde al
dimero no se pudo determinar el N-terminal. De las otras tres solo la que corresponde al
peso molecular del mondémero coincide con la secuencia esperada de aminoacidos de la
lipasa de C. rugosa. Los resultados indican que, si bien la banda de 62 kDa no
corresponde a una proteina pura, contiene un polipéptido con una secuencia N-terminal

compatible con la forma madura de la Lip2 recombinante.
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Fig. 5.20.- Gel SDS-PAGE al 7,5%, para la secuenciacion de N-terminal de rLip2.
M marcador de peso molecular, Ud dia-ultrafiltrado, Las <« indican las bandas
secuenciadas.

5.4.2.-Analisis del grado de glicosilacion

En el proceso de la glicosilacion se adiciona un carbohidrato a otra molécula, esta
molécula se denomina aceptor, que puede ser, por ejemplo, de naturaleza proteica o
lipidica. Uno de los procesos de glicosilacion mas importantes es la glicosilacion
proteica, éste es el primero de los cuatro pasos principales de modificacion
postraduccional en la sintesis de las proteinas, por ende es el primer cambio que se
puede apreciar en una proteina recombinante comparada con la nativa. Puesto que una
proteina desglicosilada debiera dar un peso molecular semejante al peso molecular
teorico se intentd realizar la N-desglicosilacion enzimatica de la proteina rLip2
mediante la utilizacion de endogluconasas. Sin embargo, este analisis no permitid
determinar de manera precisa del grado de glicosilacion. De todas maneras, partiéndose
del valor del peso molecular obtenido de la Lip2 nativa de Candida rugosa
desglicosilada (Sanchez et al. 1999) correspondiente a 55.7 kDa se puede estimar, por
diferencia, el grado de glicosilacion de la rLip2 (PM 62 kDa.) que corresponde al 10%,

superior al 3.5% observado con la lipasa nativa.
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5.4.2.1.- Produccién y purificacion de Lip2 en Escherichia coli.

Una nueva estrategia para estimar el grado de glicosilacion de rLip2 y comprobar si
presenta actividad lipolitica la forma desglicosilada consistid en la expresion de rLip2
en Escherichia coli mediante el plasmido de expresion pET21 (Fig. 4.6, en materiales y
metodos), puesto que a partir de un microorganismo procariota se obtiene la proteina
desglicosilada. Cabe sefalar que éste sistema de expresion permite producir la rLip2
fusionada a una cola de histidina para asi facilitar su purificacion a partir de lisados
celulares de E. coli/pET21rlip2 (Fig. 5.21).

Realizado el cultivo de la cepa E. coli/pET21rlip2 se detectd por SDS-PAGE la
presencia de rLip2 posterior a la induccidon con IPTG, tal y como revela la aparicion de
una banda de proteina correspondiente, aproximadamente, al peso molecular

desglicosilado (Fig. 5.22).

_Hind 1T
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pET21rlip2

__EcoR1

7031 pb a784)

Fig. 5.21.- Plasmido pET21rlip2, se indican la resistencia a la ampicilina y el gen rlip2
con sus diana de restriccion entre otras caracteristicas.
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Fig. 5.22.- Monitoreo, en Gel de SDS-PAGE al 12%, de la fermentacion de
produccion de rLip2 en E. coli, M marcador de peso molecular, m0 muestra antes de
la induccion con IPTG, muestras m1-7 muestras del cultivo en el tiempo con IPTG
como agente inductor de la produccion de rLip2.

Para una mejor determinacion de la banda de rLip2 se procedi6 a la purificacion de la
proteina desglicosilada mediante cromatografia de afinidad a metales quelados
(columna HisTrap de General Electric), técnica que permite purificar proteinas con cola
de histidina. Se aplic6 la técnica de gradiente de pH en tampdn con alta carga de urea
(condiciones desnaturalizantes). El tratamiento con urea permite solubilizar los posibles
cuerpos de inclusion y minimizar los efectos de agregacion. Las fracciones eluidas de
la purificacién se analizaron por SDS-PAGE no obteniéndose ninguna fraccion con
rLip2 pura. El uso alternativo de un gradiente de imidazol no mejor6 los resultados
obtenidos con el gradiente de pH.

Las fracciones en las que se detecto la presencia de rLip2 se procesaron conjuntamente
a través de una columna de gel filtracion Sefadex 70. No obstante no se pudo
determinar la actividad especifica de la enzima desglicosilada porque el andlisis de
proteina SDS-PAGE reveld6 que no se habia obtenido la proteina pura (Fig. 5.23).
Donde se encuentra la mayor concentracion de proteina rLip2, son los puntos en donde
encontramos una mayor presencia de otras proteinas, estos puntos para una mayor
purificacion podrian ser pasados por columna de afinidad idnica (columna de fenil-

sefarosa), con lo cual y en base a la alta hidrofobicidad que presenta Lip2 de Candida
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rugosa, caracteristica compartida por la proteina recombinante rLip2, se podria realizar

un nuevo paso de purificacion aumentando la pureza de la proteina rLip2.
PM

kDa
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Fig. 5.23. Muestra de un gel SDS-PAGE al 12% del proceso de purificacion de
proteina mediante gel Filtracién, M marcador de peso molécula, mx indica el nombre
de la muestra durante el tiempo de elusion de las proteinas.

Es de destacar que la solucion con el concentrado de proteinas al final del proceso de
gel filtracion present6 actividad lipésica.

El peso molecular estimado a partir de SDS-PAGE es de 54,5 kDa, ligeramente inferior
al tedrico 55,7 kDa. Teniendo en cuenta que el PM de la rLip2 producida en Pichia

pastoris era de 62 kDa, el porcentaje de glicosilacion calculado fue del 12%.

5.5.- Caracterizacion funcional de rLip2

Para la caracterizacion funcional de rLip2 se utilizaron muestras diafiltradas,
estudiandose diversos factores que afectan a la actividad de la enzima: fuerza idnica,
temperatura y pH. Ademas se procedid a la realizacion de estudios de estabilidad a 4°
C, a -20°C y del efecto ocasionado por sucesivas congelaciones y descongelaciones en

la actividad enzimatica.

5.5.1.-Efecto de la fuerza idnica sobre la actividad lipasica.

El hecho de que la actividad lipasica de los cultivos en discontinuo alimentado de P
pastoris se detectara después de realizar el proceso de diafiltracion del medio de cultivo,
al término de las respectivas fermentaciones, indica que la fuerza idnica podria ejercer

algun efecto sobre la actividad lipasica. Asi pues, en primer lugar, se determind la
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fuerza i6nica, mediante conductividad, de los medios utilizados para la produccion de

rLip2 en discontinuo y en discontinuo alimentado (Tabla 5.6).

Tabla 5.6.- Conductividad de los diferentes medios utilizados para el cultivo de
Pichia pastoris.

Conductividad (mS/cm)
Medio 1 2
BMM 26.3 25.8
INVITROGEN 45.2 44.8
H,Od 0.664 -

1.- Medio sin metanol, ni trazas minerales, ni biotina; 2.- Medio con metanol, con trazas minerales y con
biotina

Como se puede observar, efectivamente, el medio de fermentacion en discontinuo
alimentado (Invitrogen) presenta una conductividad préacticamente el doble de la
observada en el medio de fermentacion utilizado en discontinuo (BMM).

Para cuantificar el efecto de la fuerza ionica sobre la actividad lipasica se realizaron
ensayos de la misma trabajando con un medio con la misma relacion de sales que el
medio Invitrogen en un rango creciente de concentraciones de manera que las
conductividades medidas estaban entre 10 y 15 mili Siemens/centimetro (mS/cm).

Se ha de indicar que en el proceso de analisis de actividad lipasica para conductividades
altas, superiores a 15 mS/cm, se generaba un precipitado en las cubetas, supuestamente
debido a la agregacion de las lipasas en condiciones de hidrofobicidad, dada la elevada
fuerza idnica (Pernas 2003). El precipitado formado falseaba las lecturas de
absorbancia, ya que estariamos midiendo por error turbidez al interior de las cubetas,
obteniéndose valores dispersos y poco repetitivos. Sin embargo para una conductividad
de 75 ms/cm el precipitado formado sedimentaba rapidamente y se pudieron obtener
medidas de absorbancia sin distorsion.

En la figura 5.24 se puede observar el efecto que ejerce la fuerza idnica sobre la
actividad enzimatica para conductividades de 10,15 y 75 mS/cm. Si bien se observa un
ligero aumento con el tiempo para la actividad enzimatica de la solucién de 10 mS/cm,
probablemente debido a la desagregacion de proteinas, el experimento demuestra el
efecto negativo del aumento de la fuerza ionica del medio en la actividad lipasica. Esto
concuerda con el hecho de que en las fermentaciones en discontinuo alimentado la

actividad lipasica no se detectase, a diferencia de las realizadas en discontinuo donde la
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fuerza i6nica era menor. Aunque la fuerza ionica del medio Invitrogen utilizado en
fermentaciones en discontinuo alimentado no supondria la pérdida total de la actividad
enzimatica, contribuye a la que deriva de la alta concentracion de proteina recombinante

obtenida en este tipo de fermentaciones.
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Fig. 5.24. Efecto de la fuerza ionica sobre la actividad lipasica. ¢ 10 mS/cm; A 15
mS/cm; M 75 mS/cm.

Asi pues, en fermentaciones de Pichia pastoris en discontinuo alimentado produciendo
proteinas con tendencia a agregarse, seria necesario utilizar medios de menor salinidad
que el recomendado por Invitrogen, o alternativamente alimentar las sales

progresivamente conjuntamente con el substrato.

5.5.2.-Efecto de la temperatura sobre la actividad lipasica.

Para la determinacién de la temperatura Optima de la enzima rLip2 se procedid a
realizar el andlisis de actividad lipasica con el kit de deteccion Roche como se indica en
materiales y métodos a distintas temperaturas, en un rango entre 20 y 70° C con un
intervalo de 5 grados.

Los resultados del efecto de la temperatura sobre la actividad lipasica, expresada como
porcentaje respecto al valor maximo, se pueden observar en la Fig. 5.25, en donde se

aprecia que la maxima actividad lipasica se encuentra entre 35 y 40°C, lo que es
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concordante con lo expuesto en la bibliografia (Lee et al., 2002). Asimismo se puede
observar que la actividad enzimdtica de la rLip2 disminuye de manera exponencial a

partir de 40°C hasta inactivarse completamente al llegar a los 70°C.
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Temperatura (° C)

Figura 5.25. Efecto de la temperatura sobre la actividad lipasica de rLip2.

5.5.3.- Efecto del pH sobre la actividad lipasica.

Para el analisis del pH sobre la actividad lipasica se procedié a modificar el tampon de
reaccion en el analisis de actividad lipasica como se describe en la seccion 4.5.6.3 de
Materiales y métodos.

En la figura 5.26, se presenta el efecto del pH sobre la actividad enzimadtica de rLip2 ,
expresada como porcentaje respecto al valor maximo, en donde se aprecia un aumento
en la actividad lipasica desde pH 5,0 hasta 7,0; punto en el cual se registra la maxima
actividad lipasica. La actividad enzimdtica decae significativamente, a partir de pH 7,5;
lo que es coincidente con el comportamiento detectado para la lipasa 2 nativa de C.
rugosa (Pernas 2003) y para la lipasa recombinante expresada con promotor GAP (Lee
etal., 2002).
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Figura 5.26.- Efecto del pH sobre la actividad lipasica de rLip2.

5.5.4.- Especificidad frente a p-nitrofenoles y triglicéridos.

Una de las maneras cldsicas de comprobar la especificidad de las lipasas es realizar
reacciones de hidrolisis de ésteres frente a diversos substratos solubles e insolubles con
distinta longitud de cadena del 4cido organico correspondiente, pudiendo, ademas, ser
este acido saturado o insaturado. Normalmente, los substratos utilizados son ésteres de
p-nitrofenol y triglicéridos naturales. Por lo que respecta a los ésteres del p-nitrofenol
se utilizan habitualmente en analisis de actividad siendo indicadores preferentemente de
actividad esterasica. A diferencia de éstos, los triglicéridos son los substratos naturales
de las lipasas con lo que se evalta, fundamentalmente, la actividad lipasica, aunque la
seleccion abarco desde moléculas parcialmente solubles a otras totalmente insolubles.
Los substratos utilizados se detallan en el apartado 4.5.6.4 de Materiales y métodos.

El resultado de los experimentos realizados con ésteres de p-nitrofenoles de distinta
cadena con la rLip2 se presenta en la fig. 5.27, expresandose el porcentaje de actividad
referido al valor maximo obtenido. En la misma grafica se presentan los resultados

obtenidos para los mismos substratos con la Lip2 nativa (Lopez et al., 2004).
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Se puede observar como rLip2 no presenta una clara tendencia en la degradaciéon sobre
p-nitrofenoles aunque cabe destacar la maxima afinidad por el p-nitrofenol C8 seguida
del C4 y C12. La nLip2 tampoco presenta una clara tendencia, pero a diferencia de la
rLip2 la mayor afinidad la presenta para la cadena de 12 carbonos, aunque para la

fraccion C8 también presenta un elevado grado de especificidad.
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Fig. 5.27.- Actividad Lipasica porcentual de nLip2 y rLip2 en la degradacion de
p-nitrofenoles.

Los perfiles de afinidad en la accion enzimatica de nLip2 y de rLip2, apuntan a que
ambas enzimas se ven afectadas por un factor estructural, en vez de una especificidad
dada por la longitud de la cadena. Solo si se analiza la tendencia sin tener en cuenta los
¢ésteres de p-nitrofenol de cadena C6 y C10 se observa un aumento del porcentaje de
actividad con la longitud de cadena, hasta C8 para la rLip2 y C12 para la nLip2 donde
se alcanza el valor maximo respectivamente. La dificultad de explicar estos resultados
se encuentra relacionada con el complejo mecanismo de activacion del centro activo de

las lipasas.
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En la Fig. 5.28 se presenta una grafica comparativa ante p-nitrofenoles de diferentes
cadenas de carbonos, de nuestra lipasa recombinante con el promotor AOX (rLip2
AOX) y la lipasa nativa (nLip2), frente otras lipasas: Lipasa comercial (Lip C), lipasa
recombinante promotor GAP (rLip2 GAP) (Lee et al., 2002). Se aprecia que el
palmitato (C16) es el substrato preferido por rLip2 GAP en tanto para nuestra rLip2 es
el p-nitrofenol de 8 carbonos (caprilato), al igual que la lipasa comercial. Por otra parte,
la lipasa nativa como ya se mencion6 presenta una mayor afinidad por el p-nitrofenol de
12 carbonos en donde tanto la proteina recombinante rLip2 GAP como la rLip2 AOX
presentan una actividad lipasica porcentual sobre el 60 % y la lipasa comercial cercana

al 50 %.
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Fig. 5.28.- Comparacion de la actividad lipasica porcentual de Lip2 de diversos
origenes sobre p-nitrofenoles.

En cuanto a la determinacion de la actividad lipasica de rlip2, se utilizaron sus
substratos naturales, triglicéridos en el rango de C2 a C18 y los valores obtenidos se
compararon con los correspondientes para la nLip2.

En la fig. 5.29, se puede apreciar la actividad lipasica porcentual relativa al valor
maximo obtenido, con los datos de los que se dispone, la rLip2 presenta un aumento de

actividad hasta alcanzar el méaximo en el triglicérido C8. Nuevamente, se detecta el
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mismo fendmeno que para los ésteres de p-nitrofenoles en que la cadena C6 no sigue
esta tendencia.

La nLip2 presenta un comportamiento claramente diferente, si bien para el triglicérido
C6 presenta también un valor bajo, para el C4, C8 y el C18 insaturado (trioleina), se
obtienen valores muy similares de actividad enzimatica, destacandose el maximo en

C18 insaturado.
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Fig. 5.29.- Actividad lipasica porcentual de nLip2 y rLip2 sobre triglicéridos

En la Fig. 5.30, se presenta una grafica comparativa, entre las diferentes lipasas ya
mencionadas en el caso de los analisis con p-nitrofenoles, ante triglicéridos conteniendo
acidos grasos de diferentes longitud de cadenas de carbonos. Se aprecia que la rLip2
GAP es mas activa para triglicéridos de cadena corta obteniendo el 100% de actividad
lipasica porcentual para la tributirina (C4), substrato para el cual la nLip2 presenta una
afinidad cercana al 90%, por otra parte tanto la lipasa comercial como nuestra rLip2
AOX presentaron la maxima afinidad por la tricaprilina (C8), substrato para el cual la
lipasa nativa presenta un 80% de afinidad. En cuanto a la trioleina (C18:1), por la que
la lipasa nativa presenta mayor afinidad, las enzimas recombinantes y la lipasa

comercial solo presentan entre un 10 y un 20 % de afinidad.
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Fig. 5.30.- Comparacion de la actividad lipasica porcentual de Lip2 de diversos
origenes sobre triglicéridos.

En general pues, se puede afirmar que la mayor especificidad para la rLip2 AOX, tanto
para el analisis de p-nitrofenoles como de triglicéridos, se aprecia para los compuestos

de cadena mediana (C8).

5.5.5.- Estabilidad enzimatica a bajas temperaturas.

Al realizar el proceso de liofilizacion se obtuvieron pérdidas significativas de actividad
incluso cuando se utilizaban aditivos que pudiesen ayudar a mantener la actividad
enzimatica. Asi pues, aunque la liofilizaciéon es una técnica utilizada para permitir un
mejor almacenamiento de la proteina de interés, en nuestro caso este proceso no fue
exitoso. Por este motivo se han de probar métodos alternativos de almacenamiento para
nuestra enzima (rLip2).

En principio, se consider6 el frio como método de conservacion de la enzima y se
dispuso a observar su estabilidad en el tiempo a 4° C, congelada a -20° C y el efecto que
provoca el proceso sucesivo de congelacion (-20° C) y descongelacion a temperatura
ambiente.

Se encuentra ampliamente referenciado que el aumento de la concentracion de proteina
facilita la agregacion de las lipasas (Pernas 2003). Por este motivo se realizaron los

estudios para tres concentraciones de proteina total a partir de un stock diafiltrado (200
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mg/L) tal como se muestra en la Tabla 5.7. En ella se puede observar que la actividad
especifica de la muestra mas concentrada es menor, corroborando la informacion

bibliografica.

Tabla 5.7.- Concentraciones y sus respectivas actividad lipasica para ensayos de
estabilidad.

Muestra | Proteina total (mg/L) | Act. lipasica (U/mL) | Act. lipasica esp. (U/mg)
1 15 42 2800
2 100 58 580
3 200 52 260

5.5.5.1.-Estabilidad enzimatica a 4° C

Siguiendo la actividad enzimatica de las muestras sometidas a 4°C por un periodo de
aproximadamente 50 h, para las concentraciones 1 y 2 (15 y 100 mg/L), no se
observaron cambios significativos excepto un ligero aumento de actividad, no superior
al 20%, para la concentracion de 100 mg/L.

En cuanto a la concentracion 3 (200 mg/L), se observo una claro aumento de actividad
lipasica a medida que aumentaba el tiempo de conservacion a 4°C. Como se observa en
la figura 5.31, a partir del dia 20 se observa un aumento constante de la actividad
lipasica debido, probablemente, a la liberacion del mondmero responsable de la

actividad enzimatica.
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Fig. 5.31.- Efecto del almacenamiento a 4° C sobre la actividad lipasica de rLip2,
para las concentracion 3 (200 mg/L).
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5.5.5.2.- Estabilidad enzimatica a -20°C.

En la figura 5.32 se puede observar la estabilidad enzimatica a -20°C, por un periodo de
aproximadamente 50 h, para las distintas concentraciones ensayadas (Tabla 5.7). Las
concentraciones 1 (15 mg/L) y 2 (100 mg/L) presentan un decrecimiento de la actividad
lipasica, para la concentracion 1 alrededor del 25% de actividad total, en tanto que para
la concentracion 2 un decrecimiento de alrededor del 50%. A diferencia de esta
tendencia, la concentracién 3 presenta un incremento en la actividad lipasica con el
tiempo a partir de la cuarta semana que llega a ser del 150%. El efecto del tiempo de
congelaciéon es negativo para la actividad lipasica como se aprecia para bajas
concentraciones. En cambio, para concentraciones elevadas, la tendencia es similar al
experimento realizado a 4°C, donde se observa un aumento de la actividad seguramente
debido al aumento de la presencia del mondomero que compensa con creces el efecto

negativo del tiempo de congelacion.

300 -

250 -

200 -

150 -

Act. Lipasica Porcentual

0 T T T T T !

0 7 21 28 35 42 49
Tiempo (dias)

Figura 5.32.- Efecto del almacenamiento sobre la actividad enzimatica de rLip2
mediante congelacion a -20° C. A concentracion 1, m concentracion 2; e
concentracion 3.
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5.5.5.3.- Efecto provocado por la congelacion y descongelacion sucesivas sobre la
actividad lipasica.

En los procesos de conservacion enzimatica lo normal es mantener alicuotas de solucion
enzimatica y asi solo descongelar lo necesario para las reacciones a realizar. Si este
procedimiento no se realizara someteriamos las muestras de soluciones enzimaticas a
sucesivas congelaciones y descongelaciones. Para estudiar el efecto indicado sobre la
actividad de rlip2, se dispuso a congelar a -20°C, 3 viales que contenian muestras con
las concentraciones indicadas de la tabla 5.7. Los viales se descongelaban para realizar
el analisis de actividad enzimatica y se volvian a congelar de forma sistematica durante
7 semanas. Como se aprecia en la figura 5.34, cualitativamente el efecto es similar al
observado en el estudio de la estabilidad enzimatica a -20° C. Por consiguiente, el
efecto de congelacion y descongelacion sucesivas no supone un efecto negativo afiadido
al observado en el anterior estudio, por lo que la conservacion de toda la muestra

enzimatica de forma conjunta no supondria una alteracion mayor.
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Figura 5.33.- Efecto de la congelacion y sucesivas descongelaciones sobre la
actividad enzimatica de rLip2. A concentracion 1, m concentracion 2; e
concentracion 3.
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5.5.6.- Estudio comparativo de la estabilidad entre la nlip2 y rlip2.

Se procedi6 a realizar un estudio sistematico de estabilidad de rLip2 en solucion acuosa
frente al efecto conjunto de variacién de pH y temperatura y su posterior comparacion
con la enzima nLip2 (Lip2 nativa de C. rugosa), estudio realizado anteriormente dentro

del grupo de investigacion (Lopez et al., 2004).

Este estudio se realiz6 en colaboracion con el grupo de la Dr. Marisa Rua del Area de
Bioquimica e Bioloxia Molecular de la Universidad de Vigo en su laboratorio del
campus universitario de Orense que es de referencia en la caracterizacion de las lipasas

de Candida rugosa.

El estudio de estabilidad se realizé midiendo el andlisis de la actividad enzimatica del
biocatalizador después de incubarse durante una hora a unas determinadas condiciones
de pH y temperatura utilizando como medida de la actividad enzimatica el test de la
tributirina (Ver Materiales y Métodos). Se realiz6 un disefio factorial de experimentos,
ya que, contrariamente al procedimiento cldsico consistente en ensayar separadamente
cada variable independiente, se requieren menos experimentos para calcular las
verdaderas condiciones Optimas de estabilidad y los resultados permiten ser expresados
mediante ecuaciones polindmicas que describen las interacciones existentes entre las
variables estudiadas.

Se utiliz6 un disefio ortogonal de segundo orden para estudiar el efecto combinado del
pH y la temperatura sobre la estabilidad de la rLip2 (Akhnazarova, S. et al., 1982). El
disefio consisti6 en 13 experimentos con 4 puntos factoriales (2%) y 4 puntos axiales
para formar un disefio centrado con a = 1.267, realizdndose 5 andlisis en el punto
central que se utilizan como réplicas. El rango de pH analizado se situd entre 5 y 9,
mientras que el de temperatura se situo entre los 30°C y 50°C, rangos seleccionados de
acuerdo a la informacion de la que previamente se disponia. El disefio de puntos
experimentales se recoge en la figura 5.34.

Los resultados obtenidos a las diferentes condiciones, valores reales y normalizados,
expresados como porcentaje de actividad referida al valor maximo alcanzado se

presentan en la tabla 5.8.
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Figura 5.34.-

267 (40/5,0)

Distribucion de los puntos experimentales (valores normalizados),

entre paréntesis temperatura y pH (valores reales) al cual se realizaron las

experiencias.

Tabla 5.8.- Resumen de los datos obtenidos en el disefio de experimentos para
determinar la estabilidad rLip2 en solucion frente a pH y temperatura,

Act.
Muestra pH pH Temperatura | Temperatura| Lipasica % de
normalizado °C normalizada U/mL actividad

1 5,0 -1.267 40,0 0 19,17 100,00
2 5,4 -1 32,1 -1 17,50 91,30
3 5,4 -1 479 1 13,93 72,67
4 7,0 0 30,0 -1.267 15,71 81,99
5 7,0 0 40,0 0 8,75 45,65
6 7,0 0 40,0 0 7,64 39,84
7 7,0 0 40,0 0 8,38 43,70
8 7,0 0 40,0 0 8,25 43,04
9 7,0 0 40,0 0 8,75 45,65
10 7,0 0 50,0 1.267 1,62 8,46
11 8,6 1 32,1 -1 5,71 29,81
12 8,6 1 479 1 0,00 0,00
13 9,0 1.267 40,0 0 0,70 3,65

A partir del valor del porcentaje de actividad residual de la rLip2 obtenido en el disefio

de experimentos se obtuvo la siguiente ecuacion empirica que describe el porcentaje de
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actividad residual de la lipasa recombinante, en funcion de las condiciones de pH y
temperatura a las que se somete la enzima para su estudio sistematico de estabilidad.
Los valores de pH y temperatura a emplear son los normalizados en el rango

determinado por a entre -1.267 y 1.267.
% de actividad residual =29 — 23 pH — 13 T + 3 pH®

La superficie de respuesta obtenida, extrapolada hasta el valor de a = 1.5 se presenta en

la figura 5.35.
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Fig. 5.35.- Superficie de respuesta expresada como actividad residual de rLip2
frente pH-Temperatura.

Los resultados previamente obtenidos aplicando la misma metodologia para la nLip2 se

presentan en la figura 5.36 donde la superficie de respuesta corresponde a la ecuacion:
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% de actividad residual = 90 — 34 pH — 14 T - 16pH T — 26 pH*
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Fig. 5.36.- Superficie de respuesta expresada como actividad residual de nLip2
frente pH-Temperatura.

De la comparacion se observa claramente que la Lip2 recombinante tiene una
estabilidad mucho menor que la nativa, como se desprende del valor del término
independiente, 90% para la nativa frente al 29% de la recombinante. En general las dos
lipasas son mas sensibles a valores altos de pH que de temperatura (a pHs alcalinos la
actividad residual es baja) ya que en ambos casos los coeficientes del término de pH son
mayores que el de temperatura, si bien con una ligera menor influencia en la
recombinante. A diferencia de la nativa, en que existe el término cruzado (pH-
Temperatura), éste no aparece en la ecuacion de la lipasa recombinante, lo que puede
indicar la poca importancia del efecto conjunto de ambas variables en su estabilidad.

El hecho de que la rLip2 sea mucho menos estable que la nativa conlleva una clara

desventaja para su utilizacidn como enzima en solucidén. Por este motivo se decidid
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estudiar la obtencidon de un preparado enzimatico inmovilizado que ademas de permitir

la reutilizacion de la enzima pudiera conseguir aumentar su estabilidad.

5.6.- Inmovilizacion de Lip2.

Dados los resultados del estudio comparativo realizado entre la enzima nativa y
recombinante, las perdidas observadas en el proceso de liofilizacién (Tabla 5.5) y el
considerable volumen que conlleva almacenar la enzima en solucion, se procedi6 a la
realizacion de ensayos de inmovilizacion de rLip2 utilizando como soporte un polimero
de polipropileno, concretamente el EP100, con el objetivo de disponer de un preparado
enzimatico de mayor estabilidad y que facilite su recuperacion en los medios de
reaccion. El soporte EP100 ya habia demostrado ser el mas eficiente en el estudio
realizado para la inmovilizacion de la lipasa nativa de Candida rugosa (Lopez et al.,
2002).

El EP100 es un soporte microporoso de polipropileno, sumistrado por la casa AKZO
Novel, The Netherlands, de naturaleza hidrofobica y con una elevada area especifica
(Capellas et al., 1996). Gitlesen et al., (1997) ha considerado la adsorcion de lipasas
sobre este soporte como una interesante oportunidad para inmovilizar y purificar lipasas
en un solo paso, ya que han observado como esta enzima, por sus caracteristicas
moleculares, se adsorbe selectivamente sobre el soporte hidrofébico. En la tabla 5.9 se
recogen algunas de las caracteristicas del EP100 y se compara con otros tipos de
soportes ensayos dentro del grupo de trabajo para la inmovilizacion de lipasas, en esta
tabla se puede apreciar como el EP100 es el mejor entre los soportes indicados en

términos de hidrofobicidad y de area especifica.

Tabla 5.9. Caracteristicas de distintos soportes utilizados en la inmovilizacion de
lipasas.

Soporte Proveedor | Tamafio dela | Diametro de | Area especifica | Agua
Particula (um) por (nm) (m?/g) (%)
EP100 Akzo 200-1000 1860 47 0.26
Celita 545 Fluka 26 17000 2.2 0.27
Poliamida 11 Merck 100-200 50 27 1.24
Duolite A568 Rohm 150-600 40 - 8.00
& Haas

La técnica de inmovilizacion utilizada en nuestro caso ha sido la adsorcion y las fuerzas

de interaccion dominantes entre las moléculas de lipasa y el soporte EP100 son de tipo
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hidrofobico. El protocolo de inmovilizacion seguido para los diferentes preparados
lipasicos se han descrito en el apartado 4.8 de Materiales y Métodos.

Para obtener un biocatalizador adecuado para trabajar en reacciones de sintesis con la
maxima productividad, se realizaron estudios de inmovilizaciéon con 100 mg de EP100
ofreciéndose diversas cargas enzimaticas. Aunque para distintas cargas la dindmica de
la inmovilizacion fue distinta, se observo que para tiempos del orden de 30 horas en
todos los casos el proceso de inmovilizacion se habia completado casi en su totalidad.
En la figura 5.37 se presenta el porcentaje de inmovilizacion conseguido para las
distintas cargas ensayadas. El porcentaje de inmovilizacion se calcula como la
diferencia porcentual entre la actividad inicial (invariable para las condiciones de
inmovilizacion utilizadas) y la actividad observada en el sobrenadante. Como se puede
observar para actividades ofrecidas inferiores a 600 U/mL el porcentaje de
inmovilizacion es alrededor del 90%, en cambio para actividades ofrecidas superiores
baja considerablemente hasta llegar a valores del 19% para una actividad ofrecida del

orden de 3000 U/mL.
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Figura 5.37.- Inmovilizacion porcentual sobre EP100 para distintas
concentraciones de rLip2.

Asi pues, para un mejor aprovechamiento del preparado enzimatico, interesa trabajar a
porcentajes de inmovilizacion elevados y la maxima carga enzimatica posible, lo que en
nuestro caso ocurre a una actividad ofrecida de 600 U/mL, que corresponde a un valor
de 60 U/mg de EP100. Este valor se mantiene para cargas ofrecidas superiores

indicando que corresponde al valor limite de rLip2 adsorbida sobre este soporte.
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Puesto que el porcentaje de inmovilizaciéon se ha calculado por la diferencia de
actividades enzimaticas entre la solucidn inicial y el sobrenadante a las 30 horas, se
procedio6 a determinar la actividad del preparado inmovilizado.

Para el optimo de carga determinada de 600 U/mL se determind la actividad de la
suspension que contiene la enzima inmovilizada, a pesar de la dificultad de obtener una
muestra homogénea, obteniéndose un 54% de actividad remanente. La pérdida de
actividad observada puede atribuirse o bien a problemas difusionales o a inactivacion de
la enzima por el propio hecho de inmovilizarse, por ejemplo por una baja accesibilidad
al centro activo. La existencia de posibles problemas difusionales se puede comprobar
determinando la actividad remanente de cargas inferiores a la Optima, ya que a
velocidades de reaccion bajas la etapa de difusion deja de ser la limitante del proceso.
Puesto que no se observa un aumento de la actividad remanente trabajando a cargas
enzimaticas bajas, la pérdida de actividad debe atribuirse a problemas intrinsecos de la
propia inmovilizacion de la rLip2.

El porcentaje de inmovilizacion de la rLip2 se compar6 con los valores determinados
con tres tipos de lipasas de C. rugosa de diferentes origenes (Lopez et al., 2002): dos
comerciales (Sigma y Amano), donde se encuentran presentes una mezcla de
isoenzimas, mayoritariamente Lipl y Lip3, y la enzima nativa de C. rugosa producida
dentro del grupo de investigacion que resultd ser una mezcla mayoritaria de las

isoenzimas Lip2 y Lip3 (Tabla 5.10).

Tabla 5.10.- Comparacion de inmovilizacion de lipasa de Candida rugosa de
distintos origenes

Biocatalizador Unidades de actividad Inicial % de inmovilizacién
(U/mL)
Lipasa de C. rugosa Sigma 112.2 61.7
Lipasa de C. rugosa Amano 111.1 89.9
Lipasa de C. rugosa UAB 174 91.7
rLip2 de C. rugosa 200 98.8
en P. pastoris

Se destaca que la rLip2 producida en P. pastoris presenta el mejor porcentaje de
inmovilizacion. Estos resultados concuerdan con lo expuesto por Lopez et al., en 2002,
pareciendo indicar que el perfil diferente de isoenzimas influye en el % de

inmovilizacion siendo favorable para Lip2.
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Tanto las lipasas comerciales, como la nativa han sido producidas en C. rugosa; no asi
la proteina heterdloga producida en P. pastoris. Cabe destacar que las diferencias en los
niveles de glicosilacion de las proteinas entre ambos microorganismos no han sido un

obstaculo para la union al soporte.

5.6.1.- Estudio de la estabilidad de rlip2 inmovilizada sobre EP100.

Para determinar la estabilidad del preparado inmovilizado de rLip2 frente a pH y
temperatura se realiz6 un disefio de experimentos ortogonal de segundo orden siguiendo
la misma metodologia de la enzima en solucioén explicada en el apartado 5.5.6. La tnica
diferencia fue que la actividad residual del preparado inmovilizado se determind
mediante el test de actividad lipasica Roche, debido a no disponer del equipo adecuado
para realizar el test de actividad de la tributirina que se habia realizado en el laboratorio
de la Dra. Rua.

Los resultados obtenidos a las diferentes condiciones, valores reales y normalizados,
expresados como porcentaje de actividad referida al valor maximo alcanzado se

presentan en la tabla 5.11.

Tabla 5.11.- Resumen de los datos obtenidos en el disefio de experimentos para
determinar la estabilidad rLip2 inmovilizada frente a pH y temperatura.

Act.
Muestra pH pH Temperatura | Temperatura| Lipasica % de
normalizado °C normalizado U/mL Actividad
1 5,0 -1.267 40,0 0 84.38 90,45
2 5,4 -1 32,1 -1 92.70 99,37
3 5,4 -1 47,9 1 93.29 100,00
4 7,0 0 30,0 -1.267 65.58 70,30
5 7,0 0 40,0 0 85.75 91,92
6 7,0 0 40,0 0 89.18 95,59
7 7,0 0 40,0 0 77.23 82,79
8 7,0 0 40,0 0 62.84 67,36
9 7,0 0 40,0 0 73.90 79,22
10 7,0 0 50,0 1.267 53.15 56,97
11 8,6 1 32,1 -1 76.06 81,53
12 8,6 1 47,9 1 39.54 42,38
13 9,0 1.267 40,0 0 42.09 45,11
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A partir del valor del porcentaje de actividad residual de la rLip2 obtenido en el disefio
de experimentos se obtuvo la siguiente ecuacidon empirica que describe el porcentaje de

actividad residual de la lipasa recombinante inmovilizada
% de actividad residual = 73.54 -7.68 pH -18.45 T-994 pH T

La superficie de respuesta obtenida, extrapolada hasta el valor de oo = 1.5 se presenta en
la figura 5.38.

Es de destacar el considerable aumento en la estabilidad enzimatica observado al
compararla con la estabilidad enzimatica de rLip2 en solucion bajo las mismas
condiciones, como se desprende del valor del término independiente de la ecuacion. La
tendencia observada de ser menos estable a temperaturas altas y pHs alcalinos se

mantiene pero mucho mas suavizada que en el anterior caso.
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Fig. 5.38.- Superficie de respuesta expresada como actividad residual de rLip2
inmovilizada frente pH-Temperatura.
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Como conclusion es evidente la mejora de la estabilidad por el hecho de inmovilizar la
enzima recombinante lo que ha permitido obtener un preparado enzimatico que puede
ser probado en las reacciones de sintesis de alcoholes y acidos quirales con la

expectativa de que no pierda su actividad y que pueda ser reutilizable.

5.7.- Reacciones de sintesis de esteres enantioméricos mediante rLip2.

Con la enzima rLip2 inmovilizada en EP100 y confirmada su estabilidad, se procedi6 a
realizar la resolucion enantioselectiva de la mezcla racémica tanto de ibuprofeno como
de TPCH (Trans -2-fenil-1-ciclohexanol) mediante la sintesis de sus correspondientes
¢ésteres. Estas reacciones fueron seleccionadas por conocerse su enantioselectividad
utilizando la nLip2 (Lopez et al., 2002). Se describen ambas reacciones en el esquema
de la figura 5.39.

Se utilizé como biocatalizador 100 mg de EP100 al que se ofreci6 una actividad total de
3000 unidades. Por consiguiente, como con esta actividad ofrecida el porcentaje de
inmovilizacion es del orden del 90%, las unidades de actividad por gramo de EP100

fueron aproximadamente 27000.

T }\ B ° + H,0
| g + CH,CH,CH,CH,OH ————> | S
=4 butanol Lipasa )
Ibuprofeno éster formado
(racémico)

: + CH;CH,COOH —> + H0
OJ - o Lipasa D—O-CHz-CHZ—CHg,
acido propionico

Trans-2-fenil-1-ciclohexanol

- éster
(racémico)

Fig.5.39.- Esquema de esterificacion del Ibuprofeno (a) y del Trans -2-fenil-1-
ciclohexanol (b).-
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5.7.1.-Sintesis de los enantiomeros del ibuprofeno

En la Fig. 5.40 se observan los resultados obtenidos en la reaccion de esterificacion a
partir de la mezcla racémica del acido 2-(p-isobutilfenil) propidnico (ibuprofeno)
utilizando como alcohol, n-butanol. Como era de esperar, rLip2 tiene preferencia por
realizar la sintesis del éster del enantiomero S del ibuprofeno, sin detectar una
disminucién notable del enantiomero R (Sanchez, A. et al., 2000%). Se puede apreciar
que a las 50 horas de reaccion ya se consumido el 50% del ibuprofeno S inicial.

En la tabla 5.12, se realiza una comparacion entre los resultados obtenidos con rLip2, y
los correspondientes a nLip2 a tiempo final en términos de conversion, exceso
enantiomérico y factor enantiomérico. Los valores de nLip2 han sido obtenidos
previamente por nuestro grupo de investigacion (Lopez et al., 2004). Cabe destacar,
que si bien el andlisis cromatografico es capaz de separar los dos enantiomeros del
ibuprofeno (reactivos), no distingue entre los dos posibles ésteres formados (productos).
Por este motivo tal como se indica en materiales y métodos los calculos de exceso
enantiomérico se han realizado en base a los reactivos. Asimismo se normaliza el
exceso enantiomérico calculado por su valor teérico méaximo, obteniéndose el factor
enantiomérico que, en este caso, es el pardmetro que nos permite comparar las
prestaciones enantioselectivas de los diferentes preparados.

De la tabla 5.12 se desprende que la rLip2 mejora la enantioselectividad obtenida por la
nativa. Por otra parte, se ha detectado una recuperacion de actividad de la rLip2,
trascurrido el tiempo de reaccion, de un 90% de actividad lipasica, con lo que su
reutilizacion parece factible.

Asi pues, la elevada actividad especifica de este enzima recombinante y su facilidad de
obtencion comparandose con la lipasa nativa, hace de este catalizador un nuevo y
efectivo preparado enzimatico recombinante para la resolucion del ibuprofeno y un
excelente candidato para su utilizacion en biocatalisis con expectativas de €xito. No
obstante, seria imprescindible realizar una optimizaciéon mayor del proceso de reaccion
en medio organico para encontrar las condiciones Optimas de operacion con el objetivo

de poder disefar el futuro reactor enzimatico.
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Tabla 5.12.- Parametros de enantioselectividad para diferentes
inmovilizadas en la esterificacion del ibuprofeno.
Lipasas X% EE% EF%
nLip2 41 56 80
rLip2 44 74 96

lipasas
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Fig. 5.40.- Evolucion de los enantiomeros del ibuprofeno por accion de la rLip2 en
el proceso de sintesis enantioselectiva. m % de enantiomero S, A % de ester y ® % de

enantiomero R.

5.7.2.-Sintesis de los enantiomeros de TPCH

En este caso la reaccion tiene lugar entre el alcohol enantiomérico (TPCH) y el acido

propionico y el andlisis cromatografico, como en el caso del ibuprofeno, no distingue

los dos posibles ésteres formados (Sanchez, A. et al., 2000°).
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Los datos obtenidos muestran velocidades de reaccion muy bajas, y solo se obtuvo una
conversion de alrededor del 20% después de 480 horas de reaccion tal como se observa
en la Fig. 5.41, aunque la selectividad fue practicamente del 100% por el enantiomero S.
Con la nlip2 la conversion final conseguida fue del 34% siendo la velocidad inicial de
reaccion superior (Lopez et al., 2004). Por consiguiente, si bien el comportamiento
cualitativo de ambas lipasas fue similar, desde el punto de vista cuantitativo las

prestaciones de la rLip2 fueron inferiores en la sintesis quiral del TPCH.
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Fig. 5.41.- Evolucion de los enantiomeros de TPCH por accion de la rLip2 en el
proceso de sintesis enantioselectiva. m % de enantiomero S, A % de ester y ® % de

enantiomero R.
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6.1-Conclusion global

Como conclusion global es de resefar que se ha conseguido obtener la isoenzima Lip2
de C. rugosa expresada en P. pastoris, alcanzandose una produccion 10 veces superior a
la mejor produccién obtenida con el microorganismo nativo. Ademds, se ha
demostrado que el enzima recombinante tiene una capacidad biocatalitica comparable a
la Lip2 nativa en la resolucion de la mezcla racémica de ibuprofeno. Este hecho,
conjuntamente con su relativamente facil proceso de recuperacion hace de este nuevo
catalizador un excelente candidato para su utilizacidon en biocatalisis con expectativas de

éxito.

6.2.-Conclusiones parciales:
1) Se ha realizado con éxito el disefio y sintesis del gen rlip2, asi como la expresion
heter6loga del mismo en P. pastoris, permitiendo la posterior obtencion de un

enzima recombinante funcional.

2) Se ha clonado el gen lip2, sintetizado in vitro, al vector de expresion pPICZa.
bajo el control del promotor AOX, inducible por metanol, generando el vector
pPICZarlip2, el cual se ha transformado de manera estable en P. pastoris. La
seleccion de clones transformantes productores de rLip2 en matraces
Erlenmeyers fue positiva, permitiendo seleccionar cepas productoras de lipasa

activa para la produccion de rLip2 a escala de bioreactor (5L).

3) Se ha determinado el pH 6ptimo de la fermentacion en cultivos discontinuos en
bioreactor; su valor optimo fue 6.5. A pH inferiores se obtuvieron producciones
menores y a pH superiores existen problemas operacionales de precipitacion de

alguno de los componentes del medio de cultivo.

4) La seleccion de una estrategia de operacion en discontinuo alimentado a
elevadas densidades celulares con base a las condiciones de pH Optimas
anteriormente determinadas permitié obtener agregados de rLip2 sin actividad
lipasica.

5) La causa de la formacion de estos agregados sin actividad lipasica fue la elevada

fuerza i6nica del medio de fermentacion.

173



Conclusiones

174

6)

7)

8)

9)

Un posterior proceso de ultra y diafiltracion permitié recuperar la actividad
lipasica, obteniéndose valores de actividad 10 veces superiores a los obtenidos

con la levadura nativa en bioprocesos discontinuos alimentados.

El proceso de liofilizacion, a diferencia de la Lip2 nativa, present6 una pérdida
de actividad del orden del 98%, la liofilizacion conjunta con aditivos solo

permitio recuperar un 25% de la actividad.
Se realiz6 una caracterizacion bioquimica parcial de la rLip2.

Por lo que respecta a su caracterizacion funcional se determind el pH y la
temperatura Optima de trabajo de la rLip2. Asi mismo, se estableci6 su
especificidad frente a p-nitrofenoles y triglicéridos, y el efecto del

almacenamiento de la misma sobre la actividad lipasica.

10) Se realiz6 un estudio comparativo de estabilidad en solucion entre la Lip2 nativa

y recombinante, demostrandose ser mucho mas estable la nativa.

11) La inmovilizacién por adsorcion sobre EP100 permitié6 obtener un preparado

inmovilizado que permitia su reutilizacion en biocatélisis, y ademas aumentaba

considerablemente su estabilidad, siendo comparable a la nativa en solucion.

12) Su aplicacién en biocatalisis en reacciones de sintesis en medio organico para la

obtenciéon de productos enantioméricamente puros resultd Optima en el caso del

ibuprofeno, un antinflamatorio no esteroidal de uso cotidiano.
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7.2- Bibliografia electronica
Webs de consulta general:
Base de datos Medline-pubmed
1. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez
Empresa Invitrogen, pagina web con manuales y medios de cultivos para trabajar con P.
pastoris.

2. http://www.invitrogen.com/site/us/en/home.html

Webs especificos:
Empresa Biospring:
3. www.biospring.de

Empresa constructora de secuencias de ADN a peticion del interesado.

Busqueda de secuencias de proteinas: ExPASy Molecular Biology Server
4. http://www.expasy.ch

Contiene accesos a las bases de datos Swiss-prot y prosite.

Busqueda de secuencias de nucleotidicas:
5. http://www.ncbi.nih.gov/Genbank

Dispone accesos a las bases de datos de secuencias nucleotidicas

Esxtructura de distintos plasmidos:

6. http://www.fermentas.com/techinfo/nucleicacids/mappuc1819.htm
Contiene informacion sobre el plasmido pUC18/19
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7. http://www.invitrogen.com/search/index.cfm?fuseaction=search.simplesearch&s
earchterm=pPICZ
Contiene informacion sobre el plasmido pPICZ

8. www.emdbiosciences.com/docs/docs/PROT/TB063.pdf
Contiene informacion sobre el plasmido pET21

Protocolos de induccion y expresion de proteina en E. coli:
9. http://www.thcre.org/science/labs/hahn/methods/biochem meth/pet.pdf
Contiene el manual NOVAGEN pET System Manual
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8.1- Codigo génetico y frecuencias

Tabla 8.1.- Nombres y simbolos para los distintos aminoacidos.

Aminoacido Simbolo en letras
tres letras una letra

alanina Ala A
arginina Arg R
asparagina Asn N
acido aspartico Asp D
cisteina Cys C
fenilalanina Phe F
glicina Gly G
acido glutdmico Glu E
glutamina GIn Q
histidina His H
isoleucina Ile I
leucina Leu L
lisina lys K
metionina Met M
prolina Pro P
serina Ser S
tirosina Tyr Y
treonina Thr T
triptofano Trp W
valina Val A"

195




Anexo

Tabla 8.2.- Codones de Candida rugosa y su frecuencia por 1000.

Triplete |F'* Triplete |F'* Triplete |F' * Triplete |F' *
1000 1000 1000 1000
Uuu 20.1 UCU 1.3 UAU 1.3 uGuU 2.7
UuC 12.1 uccC 13.4 UAC 20.1 UGC 4.0
UUA 0.0 UCA 0.0 UAA 0.0 UGA 0.0
UuuG 36.2 UCG 12.1 UAG 4.0 UGG 8.1
CuU 24.2 CCU 4.0 CGU 54 CAU 0.0
CucC 33.6 CCC 17.4 CAC 18.8 CGC 26.8
CUA 0.0 CCA 0.0 CAA 0.0 CGA 0.0
CUG 16.1 CCG 26.8 CAG 21.5 CGG 12.1
AUU 25.5 ACU 6.7 AAU 2.7 AGU 9.4
AUC 22.8 ACC 36.2 AAC 12.1 AGC 16.1
AUA 0.0 ACA 0.0 AAA 0.0 AGA 4.0
AUG 21.5 ACG 24.2 AAG 49.7 AGG 0.0
GUU 4.0 GCU 10.7 GAU 8.1 GGU 12.1
GUC 18.8 GCC 49.7 GAC 56.4 GGC 52.3
GUA 0.0 GCA 0.0 GAA 2.7 GGA 4.0
GUG 73.8 GCG 55.0 GAG 65.8 GGG 13.4

Codificacion GC 63.76%; codones primera letra GC 63.36% segunda letra GC 42.82%

y tercera letra GC 85.10%
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Tabla 8.3.- Codones para Pichia pastoris y su frecuencia por 1000

Triplete |F'* Triplete |F'* Triplete |F' * Triplete |F' *
1000 1000 1000 1000
Uuu 234 UCU 23.7 UAU 14.3 uGuU 8.3
UuC 20.4 uccC 16.4 UAC 18.8 UGC 4.3
UUA 14.9 UCA 14.9 UAA 0.9 UGA 0.3
uuG 32.2 UCG 6.8 UAG 0.5 UGG 9.8
CuU 15.6 CCU 15.3 CAU 10.7 CGU 7.0
CucC 7.3 CCC 6.4 CAC 9.4 CGC 2.2
CUA 10.6 CCA 17.8 CAA 24.0 CGA 4.4
CUG 15.2 CCG 3.9 CAG 14.7 CGG 2.1
AUU 31.3 ACU 22.9 AAU 22.5 AGU 12.0
AUC 20.0 ACC 14.4 AAC 25.9 AGC 7.1
AUA 11.1 ACA 13.6 AAA 29.4 AGA 20.6
AUG 19.3 ACG 6.0 AAG 36.2 AGG 6.4
GUU 27.5 GCU 30.3 GAU 36.2 GGU 27.9
GUC 15.6 GCC 17.4 GAC 26.7 GGC 8.2
GUA 9.5 GCA 15.3 GAA 38.9 GGA 19.4
GUG 12.2 GCG 3.6 GAG 30.3 GGG 6.1

Codificacion GC 43.05% ; primera letra GC 49.15%; Segunda letra GC 37.45% y
tercera letra GC 42.57%
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8.2.- Diferentes calibrados

Calibrado de la actividad lipasica mediante el metodo colorimetrico.

El calibrado de la pendiente obtenida mediante el test de actividad lipasica descrito en la

seccion 4.256 se muestra en la Fig. 8.1.

Actividad Lipésica:

A (U/mL)=978.9878 m — 3.8289

En donde A es la actividad lipasica (U/mL) y m es la pendiente (Absorbancia/ tiempo)

Actividad Lipasica (U/mL

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
pendiente (Abs/Tiempo)

Fig. 8.1.- Calibrado de la actividad lipasica metiante el metodo colorimétrico de
Roche.
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Calibracion para analisis de proteina Bradford

y=0,0011x+0,0528
0.8 R*=0,9911 _~

Absorbancia
=
A

O I I I I I I I 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Concentracion (mg/L)

Fig. 8.2.- Curva de calibracion para analisis de proteina por método Bradford
(rango alto).

y=0,0249x + 0,0969
R>=0,9755

0.7

0.6 "
0.5

0.4 //

0.3

0,2 ﬁ/

0.1

O I I I I I 1
0 5 10 15 20 25 30

Concentracion (mg/L)

0,8

Absorbancia

Fig. 8.3.- Curva de calibracion para analisis de proteina por método Bradford
(rango bajo).
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8.3- Abreviaciones

AOX = alcohol oxidasa

aox = gen de la alcohol oxidasa

C. rugosa = Candida rugosa

Células CHO = c¢lulas de ovario del hamster chino
Controlador PI = Controlador proporcional integrado
DHA = dihidroxiacetona

DNA = acido dexosirribonucleico

E = Externa, referente a la expresion

E. coli = Escherischia coli

Fig. = figura

g = gramos

G. candidum = Geotricum candidum

GAP = gliceraldehido monofosfato

his"= productor de histidina

his’= auxotrofia para la histidina

his4 = gen histinol deshidrogenasa

I = Interna, referente a la expresion

Ibuprofeno = acido 2-(p-isobutilfenil) propionico
Kda= kilo Dalton

L = Litros
lip = gen de lipasa
Lip = Lipasa

p = velocidad especifica de crecimiento
MFal = prepro factor o

LLg = microgramos

puL = microlitros

mg = miligramos

mL = miliLitros

mRNA = 4cido ribonucleico mensajero
Mut" = Methanol utilization plus

Mut” = Methanol utilization negative

Mut® = Methanol utilization slow

n = Haploide

P. pastoris = Pichia pastoris

Paox =promotor del gen de la alcohol oxidasa
Parametros de las reacciones quirales

X = Conversion total
EE = Exceso enantiomérico

EF = Factor Enantiomérico
paraNitrofenoles:

C3 = Propionato

C4 = Butirato
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C6 =Hexanoato

C8 =Octanoato

C10 =Decanoato

C12 =Dodecanoato

C16 = Palmitato
PCR= Reaccidn en cadena de la polimersa
pl = punto isoelectrico
PM = Peso Molecular
pO, - oxigeno disuelto
R(17273 o4~ Radical
RCT = Reserch Corporation Technologies
RT-PCR= transcripcion reversa - Reaccion en cadena de la polimersa
S. cerevissiae = Saccharomyces cerevissiae
SCP = Single cell protein
Trigliceridos:

C2 = Triacetina

C4 = Tributirina

C6 = tricaproina

C8 =Tricaprylina

C10 = Tricaprina

C16= Tripalmitina

C18 = Tristearina

C18:1 = Trioleina
TPCH= trans-2-fenil-1- ciclohexanol
U= unidades de activida lipasica
UAB = Universitat Autonoma de Barcelona
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