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1. Introduccion

1.1 Enzimas en la industria alimentaria

Las enzimas son proteinas que actiian como catalizadores en el metabolismo de
los seres vivos. El nombre de enzima fue propuesto en 1876 por el fisidlogo aleman
Wilhelm Ktihne (1837-1900) y deriva de la frase griega “en zyme” que significa “en

la levadura”.

La utilizacion en la industria de procedimientos en los que estan implicadas
enzimas se conoce desde muy antiguo. Ya en la Iliada de Homero (unos 400 anos
a.C.) se menciona que al almacenar leche en bolsas hechas de estomagos de
terneros, corderos o cabras recién sacrificados ésta se convertia en una sustancia
semisoélida. Tras presionarla en un material absorbente se obtenia lo que,
actualmente, conocemos como queso. Este producto presentaba ventajas sobre la
leche ya que era mas facil de transportar y ademas adquiria aromas después de

algtin tiempo.

Desde entonces hasta nuestros dias se han ido descubriendo nuevos datos y
aplicaciones de estos biocatalizadores que han contribuido al desarrollo de
multiples procesos que permiten obtener productos beneficiosos para la

humanidad.

La historia de la tecnologia enzimatica moderna comienza en 1864 cuando el
quimico danés Christian Hansen fundé en Copenhague una compania dedicada a la
produccion industrial de preparados enzimaticos para elaborar quesos (Borge
Poulsen P y Buchholz K, 2003). Esta empresa, llamada “Christian Hansen's
Laboratory”, aun existe hoy en dia y es una de las mas importantes en la

produccion de enzimas y microorganismos para la industria lactea.

En las décadas finales del siglo XIX se produjo un importante desarrollo en la
tecnologia y, especialmente, en el en el campo de la fermentacion donde los logros
alcanzados por Schwann, Liebig, Pasteur y Kithne fueron de gran importancia. En
particular, la disputa entre Liebig y Pasteur sobre el proceso de fermentacion causoé
una aspera polémica. Liebig argumentaba que la fermentacion era resultado de un
proceso quimico mientras que Pasteur defendia que la fermentacion no ocurria a

menos que estuvieran presentes organismos vivos.
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La disputa quedé finalmente resuelta en 1897 después de la muerte de ambos
adversarios, cuando Eduard Buchner (1860-1917) descubrié que los extractos de
levadura libres de células eran capaces de convertir glucosa en etanol y diéxido de
carbono tal y como lo hacian las células vivas. En otras palabras, la conversiéon no
sOlo era atribuida a las células de levadura como tal sino a sus enzimas, una vez

liberadas de la célula.

Tras el descubrimiento de Buchner, los cientificos asumieron que las
fermentaciones y las reacciones vitales, en general, eran producidas por enzimas.
Sin embargo, todos los intentos de aislar e identificar su naturaleza quimica

fracasaron.

La investigacion llevada a cabo en las décadas posteriores promovié un
considerable desarrollo del uso de las enzimas, con grandes aportaciones tales
como las de E. Fischer en 1894 sobre especificidad enzimatica. Croft-Hill en 1898
disené la primera sintesis enzimatica a partir de un extracto de levadura (o-
glicosidasa) que actuaba sobre una solucion de glucosa al 40% produciendo
isomaltosa. En 1900, Kastle y Loevenhart observaron que la hidrolisis de grasas y
otros ésteres por parte de las lipasas era un reacciéon reversible y que la sintesis
enzimatica podia ocurrir en una mezcla diluida de alcohol y acido (Borge Poulsen P

y Buchholz K, 2003).

Mas tarde, en 1926, el bioquimico estadounidense James B. Sumner (1887-
1955) consigui6 aislar y cristalizar la urea (“The Chemical Nature of Enzymes”,
Nobel lectures, Chemistry 1946). Cuatro anos mas tarde su colega, John Howard
Northrop (“The preparation of Pure Enzymes and Virus Proteins”, Nobel Lecture

Chemistry, 1946), aislo y cristalizo la pepsina y tripsina.

Al principio del siglo XX, Nicloux y Hoyer desarrollaron la produccién lipasa a
partir de semillas de ricino mediante disrupcion mecanica. Las semillas se
almacenaban, varios dias, en presencia de algtn acido lo que, al parecer, activaba a
la lipasa. A continuacion, estos preparados se utilizaron para la produccion de

acidos grasos a partir de aceites y grasas.

A partir de 1940, las aplicaciones industriales de las enzimas fueron
extendiéndose progresivamente. Un ejemplo del desarrollo comercial de las
preparaciones enzimaticas es la division de enzimas de la empresa Novo Industri

(actualmente Novozymes). Hasta 1965 sus ventas no excedian el millon de
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dolares americanos. Sin embargo, la aparicion en 1960 de un detergente
conteniendo una alcalasa de Bacillus licheniformis, y el desarrollo de un proceso
enzimatico para producir dextrosa a partir de glucoamilasas llevo a que la empresa

facturase mas de 50 millones de doélares anuales sé6lo cuatro afios mas tarde.

En 1987 el mercado de enzimas en Estados Unidos y Europa alcanzé los 700
millones de dolares. Las de origen microbiano representaron un 60% de esta cifra.
El crecimiento del mercado de enzimas para uso industrial ha continuado hasta
alcanzar, en 1998, los 1,6 billones de délares repartidos en las siguientes areas:
alimentacion (45%), detergentes (34%), textil (11%), cuero (3%), papel (1,2%).
Aproximadamente un 60% de las enzimas utilizadas en alimentacion, formulacion
de detergentes e industrias de procesamiento del almidén son productos

recombinantes (Adrio JL y Demain AL, 2003).

En el ano 2000, el mercado alcanzé los 2.000 millones de doélares sin incluir

enzimas terapéuticas y de diagnéstico.

Actualmente, la utilizacion de enzimas en la formulacion de detergentes
constituye el ejemplo mas exitoso de la aplicacion de enzimas en la industria.
Proteasas, lipasas, amilasas, oxidasas, peroxidasas y celulasas se anaden a
detergentes, donde éstas catalizan la ruptura de enlaces quimicos en presencia de

agua.

La aparicion de nuevas tecnologias, como la ingenieria genética y la ingenieria
de proteinas, a finales del siglo XX, ha permitido la generacion de “xenozimas”.
Estas son creadas a partir de las enzimas naturales mediante modificacién quimica,
mutacion aleatoria o dirigida. Estas enzimas alteradas incrementan la eficacia de la
fermentacion y, en muchos casos, no so6lo aceleran el proceso sino que aportan
distintas propiedades al producto, como ocurre en la elaboracion del queso, en el

cual se mejoran los aromas.

La extension del uso de enzimas en alimentaciéon ha obligado a que diferentes
organismos como la EFSA (European Food Safety Authority) en Europa, la FDA
(Food and Drug Administration) en Estados Unidos o la JECFA (Join Expert Commite
on Food Additives) de la FAO/WHO a regular estos productos con la finalidad de

garantizar la seguridad del consumidor.

En la Union Europea, las enzimas se clasifican, desde un punto de vista
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regulatorio, como aditivos alimentarios o bien como ayudas al procesamiento
(“processing aids”), segun estén presentes o no en el producto final,
respectivamente. Las Unicas enzimas aprobadas por la JECFA como ingredientes
alimentarios son la invertasa de Saccharomyces cerevisiae (E1103) y la lisozima
obtenida del huevo de la gallina (E1105). El resto de las enzimas utilizadas en
alimentacion se consideran como parte del proceso o procedimiento de obtencion de

un determinado producto, segun la directiva 95/2/EEC.

El ntimero de enzimas heterélogas fungicas aprobadas para su uso en
alimentacion no es muy grande, sin embargo, la lista se esta incrementando

continuamente (http://www.enzymetechnicalassoc.org).
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1.2 Lipasas

1.2.1 Caracteristicas generales

Las lipasas (triacilglicerol hidrolasas o carboxil esterasas, EC 3.1.1.3) son
enzimas que catalizan la hidrélisis o la sintesis de ésteres formados por glicerol y
acidos grasos de larga cadena (>Cio) (Jaeger KE y col., 1999) (Figura 1). Las lipasas
constituyen una clase especial de esterasas que actian especificamente sobre

ésteres insolubles en agua, en la interfase lipido-acuosa.

@)
H,C-O-C-R, H,C-OH HO-CR,
| o Lipasa T 0O
n A '
HC-O-CR, +3H0 g—> HCOH + HO-CR,
| o B Q
H,C-O-C-R, H,C-OH HO-CR,
Triacilglicerol Glicerol  Acidos grasos

Figura 1. Accion catalitica de las lipasas. Un triglicérido puede ser hidrolizado hasta glicerol y acidos

grasos (A), o la reaccioén reversa que combina glicerol y acidos grasos para formar el triacilglicérido (B).

A diferencia de ellas, las esterasas (EC 3.1.1.1) hidrolizan ésteres en los que
participan acidos grasos de cadena corta (<C10), realizando estas hidrélisis sobre

sustratos solubles en agua (Schmid RD y Verger R, 1998; Jaeger KE y col., 1999).

Estas reacciones normalmente proceden con elevada regio- y/o
enantioselectividad, convirtiendo a las lipasas en un importante grupo de
biocatalizadores en quimica organica. Las razones para su enorme potencial
biotecnologico residen en sus principales caracteristicas (Jaeger KE y Reetz MT,

1998; Schmid RD y Verger R, 1998):

e Son estables en presencia de disolventes organicos.
e No requieren cofactores.
e Poseen una amplia especificidad de sustrato, ya que catalizan tanto la acilacion

como la deacilacion de grasas y, ademas, actuan sobre otros sustratos no
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naturales.
¢ Son altamente enantio- y regioselectivas.
Las lipasas se pueden encontrar en variedad de organismos, incluyendo

microorganismos, plantas y animales. La base de datos Lipase Engineering

database (http://www.led.uni-stuttgart.de) recoge un total de 1.367 secuencias de

lipasas microbianas y serin-hidrolasas, agrupadas en 16 superfamilias (Pleis J y

col., 2000) (Tabla 1).

Tabla 1. Familias de lipasas. Informacién obtenida de la base de datos The Lipase Engineering

database (http://www.led.uni-stuttgart.de).

Superfamilia Proteinas Secuencias  Estructuras
Lipasas de Bacillus 6 9 2
Lipasas de Burkholderia 41 68 15
Lipasa de Candida antarctica 1 8 7
Cutinasas 21 71 44
Lipasas de hongos filamentosos 36 70 29
Lipasas gastricas 73 107

Lipoprotein lipasas 92 134

Lipasas de Moraxella 6 8

Peroxidasas no hemo 84 107 12
Lipasas de Pseudomonas 14 15 0
Lipasas de Saccharomyces 2 3
Carboxilesterasas 324 613 58
Esterasas de Acinetobacter 27 34 0
Lipasas de Candida rugosa 9 38 10
Lipasas sensibles a hormonas 68 80 S
Lipasas de Yarrowia lipolytica 2 2 0

Existe ambigiiedad en cuanto al origen de algunas lipasas disponibles
comercialmente provocado por los cambios en los nombres sistematicos de algunas
bacterias y hongos asi como por la produccion por parte de un mismo
microorganismo de varias lipasas que so6lo se diferencian en el patron de

glicosilacion o en la maduracion de la prolipasa generando mezclas de enzimas con
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actividad lipolitica (Tabla 2).

Tabla 2. Ambigtiedades sobre el origen de algunas lipasas disponibles comercialmente (Schmid RD y

Verger R, 1998).

Organismo Observaciones

Candida rugosa Organismo formalmente clasificado como Candida
cylindracea. La purificacion de la proteina y la clonacion del
gen revelaron que el organismo produce al menos 5
isoformas de la lipasa.

Geotrichum candidum Produce dos isoformas que difieren entre otras cosas en su
especificidad frente a acidos grasos A9 insaturados.

Rhizopus Aunque la literatura sugiere diferentes especificidades de las
lipasas de R. arrhizus, R. oryzae, R. delemar y R. niveus, la
clonacién de los genes y su secuenciacién revelaron la
practicamente completa identidad de las 4 enzimas.

Penicillium camemberti Clasificada como lipasa de P. cyclopium hasta 1990.

Contiene 4 isoformas de la lipasa que difieren en el patréon
de glicosilacién.

Pseudomonas glumae La clonacién y secuenciaciéon del gen mostraron homologia
con la lipasa de Chromobacterium viscosum.

Pseudomonas cepacia Reclasificada como Burkholderia cepacia en 1995 La
clonacion y secuenciacién mostraron homologia con la
lipasa de Pseudomonas sp. ATCC21808.

1.2.2 Estructura y Mecanismo de accion

Las lipasas conocidas muestran un amplio rango de pesos moleculares, desde
~19 kDa (cutinasas) hasta ~60 kDa (lipasa de Candida rugosa). La mayoria de ellas,
a excepcion de las lipasas pancreaticas, estan formadas por un Unico dominio.
Todas las ellas presentan plegamiento o/f hidrolasa que consiste en una lamina
central hidrofébica constituida por diferentes cadenas B (31-B8) conectadas por
hasta seis o hélices anfifilicas (A-F) (Jaeger KE y Reetz MT, 1998; Schmid RD y
Verger R, 1998; Pleiss J y col., 2000). Segun la geometria del sitio de union del
acido graso, las lipasas se subdividen en los tres grandes grupos que se muestran

en la Tabla 3.
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Tabla 3. Subdivisién de las lipasas segiin la geometria del sitio de unién del acido graso (Schmidt-
Dannert C y col., 1998).

Grupo Sitio de union Lipasas

Grupo I Similar a wuna grieta Familia Rhizomucor

(proximo a la superficie)

Familia lipasas gastricas,
Grupo II Similar a un embudo . .

Familia Pseudomonas cepacia, y

lipasa B de Candida Antarctica
Grupo III Similar a un tanel Familia Candida rugosa

La maquinaria catalitica esta formada por una triada aminoacidica, constituida
por serina, aspartico (o glutamico) e histidina (Ser-Asp/Glu-His). El residuo
nucleofilico serina esta localizado en el extremo C-terminal de la cadena B-5 en un
pentapéptido altamente conservado (Gly-X-Ser-X-Gly, donde X puede ser cualquier
aminoacido), formando una estructura caracteristica p-giro-o llamada codo
nucleofilico (Figura 2). La hidrodlisis del sustrato comienza con un ataque
nucleofilico por parte del oxigeno de la serina sobre el atomo de carbono carbonilico
del enlace éster (Figura 3). Esto origina la formacion de un intermediario
tetraédrico estabilizado por el hidrogeno vinculado a los atomos de nitrégeno de los
residuos de la cadena principal que pertenecen al llamado “agujero oxianion”. De
esta forma se libera un alcohol, dejando detras un complejo acil-lipasa, el cual es
finalmente hidrolizado con la liberacion del acido graso y la regeneracion de la
enzima (Jaeger KE y Reetz MT, 1998; Schmid RD y Verger R, 1998; Pleiss J y
col., 2000).
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Figura 2. Modelo tridimensional para la lipasa (3TGL) de Rhizomucor miehei (Brady L y col., 1990). En

fucsia se resalta la estructura correspondiente a la tapadera peptidica. La triada catalitica esta

constituida por los aminoacidos Ser144 (rosa), Asp203 (amarillo), His257 (azul).

AspOl g2
(j;. J) \ Asp 91 Thr 82
e O NHVal 145 (L (L o srains
H Il-l ! Asp 203 = # T;m |
Asp 203 L H H nH
R]\Ow—ﬁc/’o H - Rl\_ 5‘/(‘_):’._.“”’
0 a0 ~ e oot Q Q—C_
H Ra m—t= h H Ra
H—.
“\"N A\N,»i{“‘o\ N /CQ%N = i
Bl Ser 144 ):/ Serl
His 257 His 257
Asp 9l hrg2
é),‘? J) \NH Val 145
Asp 203 g ]I—I [\lu-(
R 0y’
O —. O. \cl) Cf
1
R.
H\N&N B (g\ ’
— Ser 144
His 257 “acyl enzyme”

Figura 3. Mecanismo catalitico de las lipasas. La numeracion de los aminoacidos en este ejemplo se

refiere a la lipasa de Rhizopus oryzae (Schmid RD y Verger R, 1998).
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Las reacciones lipoliticas tienen lugar en la interfase lipido-acuosa, lo que
implica que la cinética de estas enzimas no puede ser descrita por las ecuaciones de
Michaelis-Menten, que, por definiciéon, s6lo son validas para reacciones cataliticas

que tienen lugar en una fase homogénea.

Sarda y Desnuelle (Sarda L y Desnuelle P, 1958) demostraron
cuantitativamente que la lipasa pancreatica exhibia muy poca actividad cuando el
sustrato, la triacetina (triacilglicerol constituido por acidos grasos de cadena corta),
estaba perfectamente solubilizado. Sin embargo, cuando se utilizaban
concentraciones de triacetina por encima de su limite de solubilidad se formaban
particulas emulsionadas que, sorprendentemente, eran hidrolizadas por la lipasa de

una forma mas eficiente.

Este fenomeno de catalisis de una reaccién heterogénea es unico de las lipasas
e involucra una activacién interfacial, es decir, un incremento en la actividad de la
enzimatica cuando la solubilidad del sustrato se excede y aparece una interfase
lipido-acuosa. Esta caracteristica se contrapone con el comportamiento de las
esterasas, que actiuan sobre ésteres solubles en agua y que muestran una
dependencia, en cuanto a la concentraciéon de sustrato, tipo Michaelis-Menten
(Verger R, 1997; Wong DWS, 2003). Esta propiedad se ha utilizado durante mucho

tiempo para diferenciar entre lipasas y esterasas.

A principios de la década de los 90 se elucidaron las primeras estructuras
tridimensionales de estas enzimas. Tanto en la lipasa pancreatica humana (van
Tilbeurgh H y col., 1993) como en la lipasa de Rhizomucor miehei (Brady L y col.,
1990) se podia apareciar un bucle o “loop” superficial que se denominé tapadera
peptidica (ver Figura 2). Esta “tapadera” es un fragmento peptidico anfifilico que
cubre el centro activo haciéndolo inaccesible al sustrato o al solvente. A la vista de
esta estructura, se postuld que la “tapadera” tenia que sufrir un cambio
conformacional en presencia de la interfase lipido-acuosa que explicaria el

fenomeno de la activacion interfacial.

Durante el transcurso del “European Lipase Project” (1990-1994) se llevo a cabo
la elucidacién de nuevas estructuras tridimensionales y se acumularon numerosos
datos bioquimicos y cinéticos de las lipasas. Gracias a estos estudios se pudo

concluir que no todas estas enzimas presentaban el fenémeno de la
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activacion interfacial, y que la presencia de una tapadera peptidica no se
correlaciona necesariamente con dicha activacion. Por ejemplo, las lipasas de
Pseudomonas glumae, P. aeruginosa 'y Candida Antarctica B no muestran activacion
interfacial pero si presentan una tapadera peptidica cubriendo el centro activo
(Verger R, 1997; Jaeger KE y Reetz MT, 1998; Schmid RD y Verger R, 1998;
Reetz MT, 2002).

Por lo tanto, ni la activacion interfacial ni la presencia de una tapadera
peptidica (hay lipasas que no la presentan) parecen ser criterios suficientes para
determinar si una determinada esterasa pertenece o no a la subfamilia de las

lipasas.

Por todo 1lo expuesto anteriormente, definiremos las lipasas como
carboxilesterasas que catalizan la hidrélisis de acilgliceroles de larga cadena

(Verger R, 1997; Jaeger KE y Reetz MT, 1998; Schmid RD y Verger R, 1998).

1.2.3 Aplicaciones industriales de las lipasas

Ademas de su importancia biologica (son indispensables para la digestion de los
lipidos), las lipasas tienen un gran potencial en areas tales como tecnologia
alimentaria y la industria quimica y farmacetutica. En la Tabla 4 se muestran
algunas de las lipasas comerciales mas utilizadas. Estas enzimas catalizan un
amplio rango de reacciones incluyendo hidrélisis, interesterificaciones, alcoholisis,
acidolisis, esterificacion y aminolisis. Las lipasas pueden actuar en condiciones
extremas, usando una gran variedad de disolventes organicos y, algunas de ellas,
muestran selectividad muy estricta para un Gnico tipo de reaccion o sustrato (Wong

DWS, 2003).

Las lipasas han pasado a ser una parte integral en la actual industria
alimentaria. Se ha potenciado el uso de enzimas para mejorar procesos quimicos
tradicionales en la manufactura alimentaria y, las lipasas, se usan actualmente en
la produccién de una gran variedad de productos como quesos y alimentos

preparados, entre otros (Ashok Py col., 1999).
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Tabla 4. Ejemplos de algunas lipasas microbianas disponibles comercialmente (Jaeger KE y Reetz
MT, 1998; Schmid RD y Verger R, 1998).

Organismos Masa Regio- Aplicacion Casa comercial
(kDa) especificidad

Amano, Biocatalyst,

Candida rugosa 60 Inespecifica Sintesis organica Boehringer Mannheim,
Fluka, Genzyme, Sigma

Candida Antarctica B 60 sn-1,3 Sintesis organica Boehringer Mannheim,
Novozymes

Thermomyces lanuginosus 30 Inespecifica Aditivo de detergentes Boehringer Mannheim,
Novozymes

Rhizomucor miehei 30 sn-1,3 Procesamiento de Novozymes, Biocatalysts,

alimentos Amano

Burkholderia cepacia 33 Inespecifica Sintesis organica Amano, Fluka, Boehringer
Mannheim

Pseudomonas alcaligenes 33 sn-1,3 Aditivo de detergentes Genencor

Pseudomonas mendocina 33 sn-1,3 Aditivo de detergentes  Genencor

Chromobacterium 33 sn-1,3 Sintesis organica Asahi, Biocatalysts

viscosum

Las lipasas de origen microbiano se han utilizado para la produccion de
determinados sabores en quesos y otros alimentos por la produccion de acidos
grasos volatiles. Dependiendo de la especificidad de las lipasas empleadas pueden
liberarse acidos grasos de cadena corta (C4-C6), que aportan un sabor fuerte y
penetrante, o bien pueden liberarse acidos grasos de cadena larga (>C12), de
aspecto mas jabonoso, que son metabolizados por los microorganismos presentes
en el queso para producir otros productos aromaticos, como B-cetoacidos (Schmid

RD y Verger R, 1998).

Estas enzimas, ademas, pueden ser utilizadas para la interesterificacion de
grasas y aceites, produciendo acilgliceroles modificados que no pueden obtenerse
mediante quimica tradicional, o para la obtencion de lipidos estructurados (Schmid

RD y Verger R, 1998; Ashok P y col., 1999; Sharma R y col., 2001). Asi, por
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ejemplo, se puede alterar el punto de fusion de un aceite modificando la
composicion y/o estructura de sus triglicéridos mediante esterificacion, utilizando
como co-sustratos determinados acidos grasos u otros triglicéridos de diferente

composicion (Schmid RD y Verger R, 1998).

Ademas, la accion catalitica de las lipasas ha permitido el desarrollo de nuevos
productos como los ésteres de carbohidratos y acidos grasos (sucroésteres), con un
mercado potencial interesante como surfactantes en alimentos, farmacos y

cosméticos (Ashok P y col., 1999).

En EE.UU. existen varias lipasas que han logrado el estatus GRAS (Generally

Recognised As Safe) de la FDA (http://vm.cfsan.fda.gov):

e Lipasa pancreatica de origen animal, para la preparacion de acidos grasos

que forman parte de glicéridos.
e Lipasa de Rhizopus niveus, para la interesterificacion de grasas y aceites.

e Lipasa-esterasa de Rhizomucor miehei, para su uso como potenciador del

aroma en quesos, en aceites y grasas y en productos lacteos.
e Lipasa de Candida rugosa para la modificacion de grasas y aceites.

Ademas, también han obtenido este estatus de seguridad tres enzimas de origen

recombinante:

e Lipasa recombinante de Thermomices lanuginosus producida por A. oryzae,
para su utilizacion en productos de panaderia y en industria de grasas y

aceites.

e Lipasa recombinante de Fusarium oxysporum producida por A. oryzae, para
su uso como ayuda al procesamiento en la modificacion de grasas y aceites

asi como en productos de panaderia.

¢ Lipasa recombinante procedente de una construccion génica que contiene el
gen modificado de la lipasa de T. lanuginosus y una porcion del gen de la
lipasa de F. oxysporium, expresado por A. oryzae, como ayuda al
procesamiento en productos de panaderia, yemas de huevo, asi como grasas

y aceites.
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Segun la “Association of Manufactures and Formulators of Enzyme Products”
(AMFEP) las lipasas de origen microbiano que se encuentran disponibles

comercialmente en Europa son las que figuran en la Tabla 5.

Tabla 5. Lipasas de origen microbiano comercializadas en Europa.

Organismo Hopedador Organismo Donador
Aspergillus niger Ninguno
Aspergillus oryzae Candida sp.

Fusarium sp.
Rhizomucor sp.
Thermomyces sp.

Candida lipolytica Ninguno
Candida rugosa Ninguno
Mucor javanicus Ninguno
Penicillium roqueforti Ninguno
Pseudomonas alcaligenes Pseudomonas sp.
Rhizomucor miehei Ninguno
Rhizopus delemar Ninguno
Rhizopus niveus Ninguno
Rhizopus oryzae Ninguno

Las lipasas también tienen aplicacion en biomedicina debido a su excelente
capacidad para catalizar reacciones con elevada regioespecificidad, en una gran
variedad de solventes organicos y con un amplio abanico de sustratos. Ademas
presentan una elevada enantioselectividad lo que les permite diferenciar entre
isomeros Sy R. La lipasa de Candida rugosa es altamente (S)-especifica mientras
que otras lipasas como las de Mucor y Rhizopus presentan la misma
enantioselectividad pero de forma menos especifica (Ashok P y col., 1999). La lipasa
de Pseudomonas aeruginosa se emplea en la obtencion de compuestos
enantioméricamente puros para sintesis en quimica organica (Jaeger KE y col.,

1997; Sharma Ry col., 2001).

Sin embargo, la aplicacion industrial mas importante de este tipo de enzimas es
su inclusién en la formulacion de detergentes. En 1994, Novo Nordisk (Novozymes)
introdujo Lipolase™, la primera lipasa recombinante comercial para su uso en

detergentes, obtenida mediante la clonacion del gen de la lipasa de
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Humicola lanuginosa en el genoma de Aspergillus oryzae.

Otras aplicaciones industriales de las lipasas incluyen, por ejemplo, el
procesamiento del cuero para eliminar la grasa subcutanea (industria de
encurtidos), tratamiento de la pulpa en la industria papelera o sintesis organica de
pesticidas mediante reacciones de sintesis estereoespecificas (Schmid RD y Verger

R, 1998; Ashok P y col., 1999; Sharma R y col., 2001).

1.2.4 Lipasas de Galactomyces geotrichum

Galactomyces geotrichum es un hongo filamentoso (Filum Ascomycota, Orden
Saccharomycetales) que se caracteriza por la formacion de esporas transparentes
mediante la segmentacion de los filamentos vegetativos (Figura 4). G. geotrichum es
un organismo holomorfo, es decir, en él coexisten las dos formas de reproduccion
(sexual y asexual): la forma de multiplicacion asexuada da origen al anamorfo
(Geotrichum candidum) o estado imperfecto, y la sexuada al teleomorfo

(Galactomyces geotrichum) o estado perfecto.

Figura 4. Galactomyces geotrichum BT107 crecido en placas de medio PDA.

Este hongo se encuentra en diversos habitats. Esta presente como un
componente de la flora natural de la leche y se usa como agente madurador de

quesos suaves y fuertes. Sus lipasas y proteasas producen la liberacion de
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acidos grasos y péptidos que pueden ser metabolizados por otras poblaciones
microbianas promoviendo el desarrollo de diferentes aromas, entre otras
propiedades. Este microorganismo presenta variabilidad fenotipica y puede actuar

como un patoégeno oportunista, causando geotricosis.

En G. geotrichum ATCC 34614 se han aislado y secuenciado dos ADN
complementarios correspondientes a genes de lipasas (Shimada Y y col., 1989;
Shimada Y y col., 1990). Posteriormente, los mismos autores purificaron las dos
isoenzimas correspondientes, llamadas lipasa I y lipasa II (Sugihara A y col., 1990)
y concluyeron que ambas formas no presentaban diferencias significativas en
cuanto a selectividad de sustrato, aunque si mostraban pequenas diferencias en

algunas propiedades bioquimicas.

Sin embargo, Sidebottom y colaboradores (Sidebottom CM y col., 1991)
mostraron que dos lipasas, isoenzimas, de otra cepa de G. geotrichum (CMICC
335426), a las que llamaron lipasas A y B, tenian una marcada diferencia en
cuanto a especificidad de sustrato. Las dos isoformas presentaban preferencia por
acidos grasos de cadena larga pero, ademas, la lipasa B era mas selectiva frente a
sustratos con insaturaciones cis en posicion 9. Posteriormente, por comparacion de
especificidades y secuencias peptidicas parciales revelaron que la lipasa A es
similar a la lipasa II y la lipasa B a la lipasa 1. Los resultados contradictorios
referentes a la especificidad de sustrato de las enzimas se pudieron originar por la
expresion diferencial de los dos genes en las diferentes condiciones de cultivo

utilizadas por los ambos grupos (Bertolini MC y col., 1994).

Por lo tanto, podemos hablar de la produccion por parte de G. geotrichum de dos
lipasas extracelulares denominadas lipasa I y lipasa II, codificadas por los genes lipl

y lipll, respectivamente, y que pertenecen a la familia de lipasas de Candida rugosa.

El gen lipl tiene un tamano de 1.692 pb y el gen lipll de 1.767 pb. La expresion
de ambos genes se induce al crecer el hongo en presencia de acidos grasos de
cadena larga, siendo mayor en el caso de lipll. Este hecho se debe a la existencia de
una region en el promotor de estos genes implicada en la induccién de la expresion
en presencia de este tipo de acidos grasos, teniendo, en el caso del promotor del gen
lip 1I, una estructura particular que conlleva una mayor eficiencia transcripcional

(Nagao T y col., 1996). En ambos genes no hay presencia de intrones. La similitud
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entre las secuencias, a nivel de nucledtidos, es muy alta, siendo esta del 86%

(Nagao T y col., 1993; Holmquist M y col., 1998).

La lipasa I (GGLIP 1) tiene un tamano de 63 kDa y 563 aminoacidos y la lipasa
II (GGLIP 2) de 66 kDa y 587 aminoacidos. Ambas enzimas presentan diferentes
especificidades de sustrato, las cuales se muestran en la Tabla 6. Las diferencias
detectadas en la secuencia de los primeros 194 aminoacidos del extremo N-terminal
entre ambas lipasas (12 de las cuales estan en la region de la “tapadera”) no parece
contribuir a la diferente especificidad de sustrato sefialada entre las dos enzimas
(Bertolini MC y col., 1995; Holmquist M y col.,, 1997; Tessier DC y Cygler M,
1997).

Tabla 6. Especificidad de sustrato de las lipasas I y II de G. geotrichum ATCC 34614 (Bertonili MC y
col., 1995).

Sustrato Lipasa I Lipasa II
Trioleina (C18:1®9), Trilinoleina (C18:2 09), Trilinolenina (C18:3 w9) Elevada Moderada
Triglicéridos con ac. grasos de cadena media (C8, C10, C12, C14) Baja Moderada
Triglicéridos con ac. grasos de cadena corta (C4-C6) Baja Baja
Tripalmitina (C16:0) Muy baja Muy baja
Triestearina (C18:0) Muy baja Muy baja

Ambas proteinas tienen caracteristicas bioquimicas muy similares por lo que la
purificacion de ambas a partir del medio de cultivo es muy complicada. Para
realizar la purificacion y caracterizacion de cada proteina, debe procederse a la
clonaciéon de sus respectivos genes y a la expresion de los mismos en un sistema
heterologo. De esta manera, el gen lip I ha sido expresado en Saccharomyces
cerevisae (Bertolini MC y col., 1995) y en Pichia pastoris (Holmquist M y col.,

1997) con el fin de realizar su caracterizacién bioquimica.

La tunica estructura tridimensional disponible de una lipasa del género
Galactomyces es la de la lipasa 1 THG de G. geotrichum ATCC 34614 cristalizada
con una resoluciéon de 2,2 A (Schrag JD y col., 1991) y otra posterior de mayor

resolucion, 1,8 A (Schrag JD y Cygler M, 1993). En esta estructura se puede
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destacar la region correspondiente a la tapadera peptidica, asi como la triada
catalitica (Figura 5). La tapadera peptidica esta constituida por dos o hélices y un
loop dispuesto entre ellas. El sitio catalitico de la enzima estda muy proximo al
centro de la molécula y, en la conformacion observada en la estructura

cristalografica, es inaccesible al solvente (Schrag JD y Cygler M, 1993).

Figura 5. Modelo tridimensional de la lipasa I de Galactomyces geotrichum ATCC 34614. En fucsia se
resalta la estructura correspondiente a la tapadera peptidica. La triada catalitica esta constituida por

los aminoacidos Ser217 (azul), Glu354 (amarillo), His463 (rosa).
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1.3 Acidos grasos poliinsaturados (PUFAs)

1.3.1 Definicion y clasificacion de los acidos grasos

Los acidos grasos son moléculas débilmente anfipaticas constituidas por una
cadena lineal hidrocarbonada que posee, en uno de sus extremos, un grupo
carboxilo. Segin la naturaleza de la cadena hidrocarbonada, los acidos grasos
pueden ser saturados, monoinsaturados (con un solo doble o triple enlace) o
poliinsaturados (con varias insaturaciones). Las grasas que contienen una gran
proporcion de acidos grasos saturados son solidas a temperatura ambiente. Se
conocen como grasas saturadas y, normalmente, son de origen animal (por ejemplo,
manteca, sebo y mantequilla). La mayoria de las grasas vegetales son ricas en
grasas poliinsaturadas o monoinsaturadas, excepto las grasas de palma y de coco,

que son muy saturadas.

A lo largo de los anos se han propuesto un gran numero de sistemas de
nomenclatura. En la terminologia estandar de la IUPAC (The Internacional Union of
Pure and Applied Chemists) el acido graso se nombra tomando como base el
hidrocarburo parental. Asi, un acido carboxilico de 18 atomos de carbono se
nombra acido octadecanoico. En el caso de los acidos grasos insaturados, los
dobles enlaces se designan usando la configuraciéon A que representa la distancia
desde el carbono carboxilico (carbono numero uno) hasta el doble enlace. Por
ejemplo, el doble enlace entre los atomos de carbono 9° y 10° presente en el acido

oleico (9- octadecaenoico) se representaria como C18:1 A9 (O’Keefe SF, 2002).

La geometria del doble enlace se designa con los sistemas de nomenclatura
cis/trans o E/Z aunque es el primer sistema el que se utiliza mas habitualmente. El
término cis/trans se utiliza para describir las posiciones de los atomos o grupos
conectados a los atomos de carbono unidos por el doble enlace. Los atomos o
grupos son cis si estan dispuestos en el mismo lado, o trans si estan opuestos con
respecto al plano de la molécula (Figura 6). Los prefijos cis y trans se pueden

abreviar como cy ten las formulas estructurales.
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a a b a
~ C=C/ \C=C/
b” Sb a” b
cis trans

Figura 6. Nomenclatura cis/ trans.

Para los acidos grasos insaturados existe una nomenclatura abreviada, con la
letra griega ® (omega) (Tabla 7). En este sistema la designacion comienza con el
numero de atomos de carbono del acido graso, seguido por el nimero de dobles
enlaces y por ultimo la posicion del ultimo doble enlace mas proximo al ultimo
metilo del acido graso (que seria el grupo metilo nimero uno). Asi, por ejemplo,
acido oleico (C18:1A9% también se abreviaria como C18:1®w9. Se asume en esta
nomenclatura que los acidos grasos tienen dobles enlaces cisy si el acido graso es

poliinsaturado los dobles enlaces son conjugados.

En ocasiones el simbolo @ es reemplazado por n- (por ejemplo, 18:2n-6 en lugar
de 18:2w6). Aunque ha habido recomendaciones para eliminar ® y usar solo n-,

ambos se utilizan en la literatura y son equivalentes (O’Keefe SF, 2002).
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Tabla 7. Nombres sistematicos, comunes y abreviados de los acidos grasos insaturados.

Nombre sistematico

c-9-Dodecaenoico

c -5-Tetradecaenoico

¢ -9-Tetradecaenoico

¢ -9-Hexadecaenoico

c-7, c-10, c -13-Hexadecatrienoico

c-4, c-7, ¢c-10, c -13-Hexadecatetraenoico
c-9-octadecaenoico

¢ -11-octadecaenoico

¢ -9, ¢ -12-octadecadienoico

c-9, ¢-12, ¢ -15-octadecatrienoico

c -6, ¢-9, c-12-octadecatrienoico

c-6, c-9, c-12, c -15-octadecatetraenoico

c -11-eicosaenoico

¢ -9-eicosaenoico

c-8, c-11, c -14-eicosatrienoico

c -5, ¢ -8, c-11-eicosatrienoico

c-5, ¢c-8, c-11, ¢ -14-eicosatetraenoico
c-5,c-8,c-11, c-14, c-17-eicosapentaenoico
¢ -13-docosaenoico

¢ -11-docosaenoico

c-7,c-10, ¢-13, ¢-16, c-19-docosapentaenoico
c-4, ¢-7,c-10, ¢-13,c-16,c-19-docosahexaenoico

c -15-tetracosaenoico
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Nombre comun

Lauroleico

Fiseterico
Miristoleico

Palmitoleico

Oleico
cis-vacenico
Linoleico
Linolénico
v-linolénico
Estearidonico
Gondoico
Gadoleico

Dihomo- y-linolénico

Araquidoénico
Eicosapentaenoico (EPA)
Erucico

Cetoleico

DPA

Docosahexaenoico (DHA)

Nervonico

Abreviada

12:1 o3

14:1 @9

14:1 0S5

16:1 07

16:3 ®3

16:4 ®3

18:1 @9

18:1 o7

18:2 w6

18:3 @3

18:3 w6

18:4 3

20:1 @9

20:1 @11

20:3 w6

20:3 @9

20:4 @6

20:5 @3

22:1 @9

22:1 w11

22:5 @3

22:6 @3

22:1 @9
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1.3.2 Importancia biologica

Mientras que las grasas saturadas y monoinsaturadas no son esenciales en la
dieta, ya que el cuerpo humano es capaz de sintetizarlas, existen dos acidos grasos
poliinsaturados que el cuerpo no puede producir: el acido linoleico (18:206) que da
lugar a la serie w6 y el acido a-linolénico (18:3w3) que da origen a la serie ®3.
Ambos deben obtenerse de la dieta y se conocen como dcidos grasos esenciales.
Una vez ingeridos, estos acidos grasos dan lugar, por medio de reacciones de
desaturacion, a otros acidos grasos como el acido araquidonico, acido
eicosapentaenoico (EPA) y el acido docosahexaenoico (DHA) (Figura 7). Sin
embargo, la conversion de a-linolénico en EPA o DHA es relativamente baja ya que
s6lo un 10-15% de la concentracion de este acido graso se convierte en EPA
(20:5w3) y alrededor de un 4% en DHA (22:6 ©3) (Emken EA y col., 1994; Gerster
H, 1998; Davis BC y Kris-Etherton PM, 2003).

Los acidos grasos esenciales tienen muchos efectos beneficiosos en el
organismo: son importantes para mantener la estructura y la funciéon de la
membrana celular y las membranas subcelulares, para producir las
prostaglandinas que regulan muchos procesos corporales como, por ejemplo, la
inflamaciéon y para la coagulacion sanguinea. Los acidos grasos esenciales son
importantes también para el correcto desarrollo, especialmente de los vasos
sanguineos y los nervios. También mantienen la piel y otros tejidos jovenes y

flexibles debido a su capacidad lubricante (O’Keefe SF, 2002).

Las principales fuentes de obtencion de acido a-linolénico en alimentacion
humana son los aceites de semillas como el aceite de colza, girasol, maiz o soja,
entre otros. El aceite de linaza es un aceite excepcional que contiene tanto acido
linoleico como a-linolénico en abundantes cantidades, siendo la fuente natural mas

rica en acido a-linolénico.

Por otro lado, los aceites de pescado de aguas saladas frias como el arenque, el
merlango, el bacalao, la caballa, sardinas y anchoas son también ricos en acidos
grasos poliinsaturados o3 de larga cadena (PUFAs), EPA y DHA. El contenido en
PUFAs varia segun la especie de pescado que se trate, la localizacion geografica y la

temporada de captura (Tabla 8).
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Figura 7. Ruta de sintesis de los acidos grasos de la serie -3 y ®-6. ELON: elongasa, DES:

desaturasa.

41



1. Introduccion

Tabla 8. Contenido aproximado de PUFAs w3 en diferentes especies de pescado (Schmidt EB y col.,
2001).

Pescado g PUFAs ©-3/100 g
Caballa 1,8-5,3
Arenque 1,2-3,1
Salmén 1,0-2,0
Trucha 0,5-1,6

Atan 0,5-1,6
Halibut 0,5-1,0
Gamba 0,2-0,4

Bacalao, Platija ~ 0,2

Una tercera fuente de PUFAs de cadena larga son algunas especies de hongos,
bacterias y microalgas marinas que forman parte del fitoplancton (Sijtsma L y de
Swaaf ME, 2004). Algunas de estas ultimas pueden ser fototrofas (Skeletonema
costatum, Isochrysis galbana) o heterdtrofas (Thraustochytrium aereum,
Schizochytrium sp., Crypthecodinium cohnii) La mayor parte de los PUFAs que
producen estos microorganismos se encuentra en forma de triglicéridos, que es la
forma preferida de ingestion de lipidos en la dieta (Kendrick A y Ratledge C, 1992).
Algunas empresas han desarrollado tecnologias de fermentacion a partir de estas
microalgas heterotrofas y comercializan aceites ricos en DHA destinados
principalmente a su uso como suplementos alimentarios o para la preparacion de

alimentos infantiles (Ratledge C, 2004).

Efectos beneficiosos de los PUFAs ®3 a nivel cardiovascular

Hay algunos datos epidemiologicos que muestran que poblaciones con un
elevado consumo de PUFAs ®3 procedente de pescado tienen un indice mas bajo de

enfermedades coronarias.

El consumo de PUFAs de cadena larga procedentes de pescado varia mucho en
las diferentes poblaciones. Este consumo es muy elevado en el caso de los

esquimales de Groenlandia (10-14 g/dia), intermedia en paises como Japoén y
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Noruega (1-3 g/dia) y baja en las poblaciones occidentales (<0,5 g/dia).

El consumo de 1 6 2 piezas de pescado al dia reduce la mortalidad provocada
por estas enfermedades en poblaciones de alto riesgo (Schmidt EB y col.,, 2001;
Holub BJ, 2002). Esto se ha visto mas claramente en poblaciones de esquimales de
Groenlandia y de Alaska. En el caso de Japon se ha observado que la incidencia de
patologias coronarias era menor en las zonas costeras de pesca en comparacion con

las zonas rurales del interior, con un menor consumo de pescado.

La FDA de los EE. UU. public6 en septiembre de 2004 una nota indicando que
los alimentos que contienen EPA o DHA pueden contribuir a reducir el riesgo de

sufrir enfermedades coronarias.

Diversos estudios han demostrado efectos beneficiosos de los PUFAs ®3 en
aterosclerosis experimental, utilizando diferentes modelos animales tales como
cerdos, monos, ratones y conejos, reduciendo los niveles de colesterol y

triacilglicéridos totales (Mortesen A y col., 1998).

Algunos de los efectos antiateroscleréticos favorecidos debido al consumo de los

PUFAs ®»3 son:

- Incrementan ligeramente los niveles de la lipoproteina antiaterogénica HDL2 y
disminuyen sustancialmente los niveles de triacilglicéridos (Schmidt EB y col.,
2001; Nordoy A, 2001), colesterol total y lipoproteina Apo B presentes en el
plasma (Baré L y col., 2003; Carrero JJ y col., 2004; Carrero JJ y col., 2005).

- Disminuyen la presion sanguinea entre 2-5 mmHg, particularmente en
pacientes con hipertension, asi como la viscosidad sanguinea (Nordoy A, 2001;

Schmidt EB y col., 2001; Holub BJ, 2002).

- Reducen la agregacion plaquetaria y la formacion de tromboxanos que
participan en las patologias arteriales (Horrocks LA y Yeo YK, 1999; Schmidt
EB y col., 2001).

- Mejoran la funcién de la pared vascular e inhiben la proliferacion de las células
de musculo liso vascular (Horrocks LA y Yeo YK, 1999; Schmidt EB y col,,
2001; Holub BJ, 2002; Wijendran V y Hayes KC, 2004).

- Previenen las arritmias cardiacas evitando la sobrecarga de calcio en los
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miocitos durante periodos de stress y protegen frente a los paros cardiacos. Un
aporte de 5,5 g de acidos grasos ®3 por mes (que equivale a una comida con
grasa de pescado a la semana) se ha asociado a una reducciéon del 50% en este
riesgo, después del ajuste de factores tales como edad, historia familiar,
actividad fisica, educacion y habito de fumar (Horrocks LA y Yeo YK, 1999;
Wijendran V y Hayes KC, 2004).

El consumo de PUFAs ®3 de pescado, principalmente EPA y DHA, y
eventualmente de PUFAs w3 de plantas, como el a-linolénico, se considera una
dieta saludable, baja en grasas saturadas, ideal para todo el mundo, mientras que
la administracion adicional de concentrados en PUFAs w3 se podrian administrar a

grupos especiales de pacientes (Nordoy A, 2001).

En los casos en los que en la dieta no se consuma la cantidad adecuada de
alimentos que contengan PUFAs ®3, éstos se pueden anadir a alimentos de
consumo habitual como leche, yogurt, pan o zumos, dando lugar a los llamados

“alimentos funcionales”.

La incorporacion de PUFAs o3 a un preparado lacteo se ha llevado a cabo en
Puleva Biotech, S.A., en donde se ha comprobado, a través de estudios en
humanos, como el consumo de este tipo de producto contribuye a disminuir el

riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares (Carrero JJ y col., 2004).

Otros efectos beneficiosos de los PUFAs ®3

Los acidos grasos poliinsaturados ®3 desempenan funciones muy importantes
en la gestacion, lactancia e infancia ya que son constituyentes de los fosfolipidos de
las membranas celulares y forman parte de las estructuras neuronales. Las
necesidades de estos acidos grasos se incrementan durante estos periodos ya que

son fases de crecimiento y desarrollo del tejido celular.

De acuerdo con la ISSFAL (Internacional Society for the Study of Fatty Acids and
Lipids), cantidades adecuadas de acido araquidénico y DHA son necesarias para el
crecimiento y desarrollo funcional del cerebro, asi como para el desarrollo de la
agudeza visual en ninos. Tanto la integridad neuronal como su funcion pueden ser

permanentemente danadas por el déficit en acidos grasos esenciales, tanto ®3 como
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w6 durante el desarrollo fetal y neonatal.

Durante el desarrollo fetal el DHA es transportado preferentemente a través de
la placenta a la circulacion fetal. El cerebro del feto puede producir una cantidad
limitada de DHA a partir de su precursor, el a-linolénico. El higado fetal e infantil
también puede producir algo de DHA pero, probablemente, no lo suficiente para un
optimo desarrollo. Los nifios adquieren los acidos grasos esenciales inicialmente en
el utero durante el embarazo y posteriormente en la dieta a través de la leche

materna (Horrocks LA y Yeo YK, 1999).

A propuesta de un informe del SCF (Scientific Committee on Food), ahora
sustituido por la EFSA (European Food Safety Authority), sobre “La revision de los
requerimientos esenciales de las foérmulas infantiles y de continuaciéon”
(SCF/CS/NUT/IF/65 final, 18 Mayo 2003) se establece que el contenido de acidos
grasos PUFAs ®3 no debe superar el 1% del contenido total en acidos grasos y, a su
vez, la concentracion de DHA no debe ser inferior al 0,2%. Estas cantidades se

propusieron en base a los estudios de los efectos del DHA en nifios.

En adultos, los acidos grasos poliinsaturados de larga cadena, particularmente
el DHA, pueden reducir el desarrollo de depresion unipolar (Horrocks LA y Yeo YK,
1999; Green P y col., 2005). La aparicion de este tipo de depresion se correlaciona
bien con un déficit en la ingesta de acidos grasos esenciales ®3. Asi, la tasa de
depresion es menor en sociedades que consumen grandes cantidades de pescado.
Por ejemplo, en Japon esta tasa es del 0,12% mientras en los EE. UU se sitia en un
3%. El DHA también es importante durante el envejecimiento celular, para el
tratamiento y prevencion de la demencia senil (Horrocks LA y Yeo YK, 1999).
Ademas el déficit de PUFAs ®3 esta asociado con la pérdida de memoria y con la
disminuciéon de las funciones cognitivas (Jump DB, 2002). DHA y EPA estan
relacionados con multitud de aspectos de la funcién neuronal, incluyendo
neurotransmision, fluidez de membranas, canales idénicos asi como regulacion
enzimatica y expresion génica. Existen estudios que sugieren que el aporte de
PUFAs 3, concretamente de DHA, podria disminuir la prevalencia de la
enfermedad de Alzheimer (Lim GP y col., 2005). Algunos estudios recientes indican
que el incremento del aporte diario de PUFAs ®3 puede reducir la aparicion de

comportamientos agresivos y violentos (Hibbeln JR y col., 2004).

Debido a sus propiedades antiinflamatorias, los PUFAs podrian contribuir a
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mejorar de los sintomas en enfermedades como la artritis reumatoide o el asma
mediante la supresion de la sintesis de citoquinas proinflamatorias como el TNF, la
interleuquina 1 e interleuquina 6 (Artemis P y Simopoulos MD, 2002; Wijendran
V y Hayes KC, 2004) y alterando las funciones de linfocitos, monocitos y
macrofagos, (Horrocks LA y Yeo YK, 1999; Schmidt EB y col., 2001).

Ademas existen algunos estudios que indican que los PUFAs podrian prevenir o
reducir la progresion de ciertos tipos de cancer (Simopoulos AP, 2002), como, por
ejemplo, el de mama (Goodstine SL y col., 2003), prostata (Terry P y col., 2001) o
colon (Oh Ky col., 2005)

1.3.3 Procedimientos para la obtencion de aceites enriquecidos en

EPA y DHA

Las principales fuentes de EPA y DHA son los aceites de pescado obtenidos
habitualmente como subproducto del procesamiento del mismo (Schmitt-Rozieres
M y col.,, 2000). Estos aceites contienen alrededor de un 30% de PUFAs ®3
combinados con diferentes acidos grasos principalmente en forma de triglicéridos.
Se han desarrollado varios métodos para la purificacion de PUFAs a partir de este
tipo de aceites mediante métodos quimicos o métodos enzimaticos (Shahidi F y

Wanasundara UN, 1998).

1.3.3.1 Métodos quimicos

Mediante métodos cromatograficos es posible separar acidos grasos en funciéon
de su numero de atomos de carbono asi como del grado de insaturaciones que
posean utilizando HPLC o cromatografia con resina de plata (Robles Medina A y

col., 1998; Shahidi F y Wanasundara UN, 1998).

La destilacion molecular se ha utilizado para la separacion parcial de mezclas
de ésteres de acidos grasos. Este método tiene la ventaja de las diferencias en el
punto de ebullicion y el peso molecular de éstas moléculas bajo una presion
reducida (0,1-1,0 mmHg). Un inconveniente que presenta esta metodologia es que

se requieren elevadas temperaturas (250°C) que favorecen la oxidacion,
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polimerizacion e isomerizacion de los dobles enlaces presentes en estos acidos
grasos (Rosu R y col., 1998; Shahidi F y Wanasundara UN, 1998). Por este motivo,
los triglicéridos son transformados en etil 6 metil ésteres que tienen puntos de
ebullicibn mas bajos y pueden ser separados mas facilmente por destilacion en
vacio. La principal desventaja de este método es el uso de grandes cantidades de

disolventes tanto para la reacciéon como para la separacion de los productos.

Los PUFAs ®3 de elevada pureza se encuentran disponibles comercialmente en
forma de etil o metil ésteres. Asi, por ejemplo, el etil éster del EPA esta siendo
utilizado en Japon desde 1990 para el tratamiento de hiperlipemia y arteriosclerosis

(Rosu Ry col., 1998).

Otros métodos quimicos para concentrar PUFAs ®3 son la cristalizacion a baja
temperatura y la formacién de complejos con urea (Shahidi F y Wanasundara UN,
1998; Robles Medina A y col., 1998). El primero se basa en las diferencias de
solubilidad de las grasas en disolventes organicos. Esta solubilidad disminuye
cuando se incrementa el peso molecular y aumenta cuando el numero de
insaturaciones es mayor. Por otro lado, los acidos grasos saturados de seis 6 mas
atomos de carbono forman complejos con urea, que precipitan. La formacion de
estos complejos se dificulta cuando se incrementan el nimero de insaturaciones

presentes en la molécula (Shahidi F y Wanasundara UN, 1998).

1.3.3.2 Métodos enzimaticos

Hay estudios que indican como los PUFAs se absorben mas eficientemente en
forma de triglicéridos que como etil o metil ésteres (Lawson LD y Hughes BG,
1988). Por lo tanto, desde un punto de vista nutricional, los triglicéridos de PUFAs

son la forma mas deseada como ingrediente alimentario.

En los ultimos anos diversos investigadores han utilizado lipasas de origen
microbiano para producir concentrados de PUFAs w3 a partir de la hidrélisis de
aceites de pescado. En funcion del tipo de microorganismo del que proceden,
existen lipasas que muestran preferencia por los ésteres de DHA frente a los ésteres

de EPA y viceversa.

La actividad de las lipasas microbianas frente a los ésteres de acidos grasos
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poliinsaturados es baja debido a los impedimentos estéricos derivados de la
estructura de estas moléculas. Ello se debe a la aparicion de “codos” en la molécula
a causa de los dobles enlaces, de forma que el grupo metilo terminal de acido graso
aparece proximo al enlace éster (Shahidi F y Wanasundara UN, 1998). Los PUFAs
EPA y DHA contienen, respectivamente, 5 y 6 insaturaciones en sus cadenas
hidrocarbonadas por lo que se dificulta enormemente el acceso de la lipasa al

enlace éster entre éstos y el glicerol.

Tanaka y colaboradores (Tanaka Y y col., 1992) utilizaron seis tipos de lipasas
para hidrolizar aceite de atiin y comprobaron que la lipasa de Candida cylindracea
mostraba baja actividad frente a ésteres de DHA, incrementando la concentracion
de este acido graso en forma de glicérido, al doble que en el aceite original. Ademas,
en el mismo trabajo, comprobaron que el contenido de EPA en aceite de atun
disminuia tras la hidrélisis con las lipasas de Rhizopus delemar y Rhizopus

javanicum.

Shimada y colaboradores (Shimada Y y col.,, 1994; Shimada Y y col., 1995)
hidrolizaron aceite de atin con la lipasa I de Galactomyces geotrichum logrando
incrementar el contenido de EPA y DHA en la fraccion no hidrolizada en un 54,5% y
57%, respectivamente. Al realizar este mismo proceso con la lipasa de C.

cylindracea obtuvieron glicéridos con un 65,6 % de DHA y un 34,5% de EPA.

El contenido en PUFAs puede enriquecerse, en la fraccion de acidos grasos
libres, mediante una esterificacion selectiva en presencia de etanol y glicerol, y
empleando una lipasa que tenga baja actividad sobre PUFAs en comparacion con el
resto de acidos grasos de la mezcla (Shahidi F y Wanasundara UN, 1998; Shimada
Y y col,, 2001). Desafortunadamente existen muy pocas lipasas que realicen este

proceso de forma eficiente.

Algunas lipasas muestran diferente selectividad entre los PUFAs ®3 y, en
general, la actividad suele ser mayor frente a EPA que frente a DHA. Asi, las lipasas
de Candida rugosa, Rhizopus oryzae y Candida lipolytica discriminan
moderadamente a favor del EPA, mientras que en el caso de la lipasa de Rhizomucor
miehei esa predileccion fue mucho mayor entre EPA y DHA en esterificaciones de
acidos grasos libres procedentes de pescado tanto con etanol como con glicerol
(Halldorsson A y col., 2004). El origen de esta selectividad podria deberse a los, ya

mencionados, impedimentos estéricos que aparecen como resultado de la longitud
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de la cadena. Sin embargo, esto no es cierto para todas las lipasas, ya que, por
ejemplo, las lipasas de Pseudomonas sp. presentan mayor actividad frente a DHA

que frente a EPA (Halldorsson A y col., 2004).

1.4 Evolucion dirigida de enzimas

1.4.1 Introduccioén

Las enzimas estan optimizadas y a menudo altamente especializadas para una
funcion especifica dentro del organismo que la produce. Sin embargo, el continuo
incremento en las aplicaciones de estos biocatalizadores en la industria quimica,
farmacéutica y alimentaria ha provocado una gran demanda de enzimas que
exhiban una mayor estabilidad operacional, mayor especificidad y
enantioselectividad asi como nuevas actividades sobre sustratos naturales o

artificiales.

Las metodologias de seleccion o “screening” desarrolladas en los ultimos afnos
estan expandiendo la busqueda de nuevas fuentes de enzimas en organismos no

cultivados (http://www.diversa.com), en mas de 100 genomas secuenciados

(http:/ /tigr.org; http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y a través de la diversidad de

microorganismos extremofilos (Cohen N y col., 2001; Adrio JL y Demain AL,
2005).

Actualmente, mediante métodos genéticos, se pueden modificar enzimas y asi

adaptar sus funciones a una aplicacion determinada mediante dos estrategias:

¢ la modificaciéon mediante disefio racional a partir de biocatalizadores ya

existentes o,

¢ la busqueda de la funciéon enzimatica deseada en colecciones de variantes

generadas aleatoriamente.

El diseno racional de un catalizador requiere numerosos datos y previsiones a
nivel estructural, mecanistico y dinamico. Esta informacion esta disponible para
muy pocos catalizadores de interés. Sin embargo, el rapido crecimiento de bases de
datos de estructuras proteicas asi como de secuencias génicas ayuda a paliar esta

falta de datos. La comparacion entre la secuencia de un nuevo biocatalizador
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obtenido a partir de un screening y las cientos de secuencias depositadas en las
bases de datos permite identificar proteinas relacionadas cuyas funciones y/o
estructuras ya son conocidas. Existen algunos ejemplos exitosos de enzimas

modificadas mediante esta estrategia (Van der Burg B y col., 1998).

El desarrollo de nuevas herramientas para la obtencion de grandes colecciones
de variantes y la acumulacion de datos detallados sobre la correlacion estructura-
funcion para muchas proteinas ha llevado al aislamiento de enzimas nuevas y

mejoradas usando técnicas de “evolucion in vitro” (Cohen N y col., 2001).

De todas las nuevas metodologias utilizadas para el descubrimiento de enzimas,
la evolucion dirigida se ha mostrado como la mas poderosa, ya que es una forma
rapida de encontrar variantes enzimaticas que actian mejor que las que se
encuentran de forma natural bajo unas condiciones especificas. La evolucion
natural no acta en una direccion determinada sino que el proceso ocurre
espontaneamente durante la reproduccion y la supervivencia del organismo. A
diferencia de esto, un experimento de evolucion dirigida tiene un proposito
determinado y las claves del proceso son controladas por el experimentador.
Aunque hay muchas formas de alcanzar el objetivo (por ejemplo, una funcion
enzimatica mejorada) se aborda siempre aquel diseno experimental que minimice el
esfuerzo. De esta forma, un buen punto de partida seria una proteina proxima a

aquella que se desea obtener por evolucion (Arnold FH, 1998).

La evolucion dirigida nos permite explorar funciones enzimaticas jamas
requeridas en el ambiente natural y para las cuales no se conoce la base molecular
o no puede ser entendida (Kuchner O y Arnold F, 1997; Harris JL y Craik CS,
1998; Marrs B y col., 1999). La evolucion es un poderoso algoritmo con probada
capacidad para alterar la funcion enzimatica y, especialmente, para afinar las

propiedades de las enzimas.

Para realizar con éxito un experimento de evolucion dirigida se han de cumplir
cuatro requerimientos basicos (Kuchner O y Arnold F, 1997; Hall BG, 1999):
1. La funcion deseada debe ser fisica y quimicamente factible.

2. La funcion debe ser también biolégicamente o “evolutivamente” viable, es
decir, debe existir una ruta mutacional para llegar de un punto a otro mas

evolucionado a través de sucesivos mutantes mejorados.
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3. La enzima debe producirse correctamente en el hospedador elegido.

4. Debe existir un método de “screening” rapido o una seleccion que refleje la

funcion deseada.

Las caracteristicas no requeridas para la funcion biologica, tales como
estabilidad, actividad en un ambiente no natural o actividad frente a un nuevo
sustrato son especialmente susceptibles de mejora. La frecuencia de aparicion de
mutantes mejorados deberia ir disminuyendo en la medida en que la secuencia
obtenida se hace mas préxima a la 6ptima por lo que la facilidad para identificarlos

va disminuyendo a lo largo del proceso.

Cuando la nueva funcion que se pretende obtener requiere el reemplazamiento
simultaneo de multiples aminoacidos, es poco probable que esto aparezca en una
coleccion de mutantes generados al azar. En este caso, una posible solucién seria la
combinacion de diseno racional y estas técnicas de mejora aleatoria (Altamirano y

col., 2000).

1.4.2 Métodos para la creacion de variabilidad genética

El fundamento de la mutagénesis por radiacion ultravioleta o por agentes
quimicos es que el ADN que ha sido danado no se replique o repare correctamente
consiguiendo de esta forma una mutacion en el material genético (Taguchi S y col,
1998). Aplicando la misma logica, se han utilizado cepas bacterianas con
alteraciones en una o varias rutas de reparacion del ADN alteradas para contribuir
a incrementar la tasa de mutacion en genes clonados en plasmidos (Bornscheuer
UT y col.,, 1998). Sin embargo, este tipo de técnicas, a diferencia de lo que ocurre
con otras metodologias, provocan una mutagénesis indiscriminada no s6lo en el gen
de interés sino en otros contenidos en el plasmido de clonacion y en el propio

genoma de la bacteria hospedadora (Neylon C, 2004).

La PCR mutagénica es, quizas, la técnica mas utilizada para obtener
variabilidad genética (Leung DW y col., 1989; Cadwell RC y Joyce GF, 1992). La
tasa de error introducida por la ADN polimerasa en el proceso de amplificacion
puede incrementarse de multiples formas. Uno de los métodos mas conocidos y
empleados es la combinacion de pequenas cantidades de Mn2* asi como

concentraciones desbalanceadas de nucleétidos trifosfato, pudiéndose
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controlar el grado de mutagénesis tanto mediante la cantidad del cofactor (Mn2+)
como por el numero de ciclos de amplificacion. Varias casas comerciales disponen
de kits basados en ADN polimerasa y diferentes agentes que pueden modificar la
tasa de mutacion segin su concentracion en el medio. Otras, en cambio, utilizan de

ADN polimerasas con una elevada tasa de error (Neylon C, 2004).

Es importante tener en cuenta que si la tasa de mutacion obtenida es
demasiado alta, la mayoria de las enzimas obtenidas seran inactivas. Por el
contrario, si es demasiado baja la original generara un fondo o “background”

elevado y se obtendra muy poca diversidad (Moore JC y Arnold FH, 1996).

Por lo tanto, una buena estrategia evolutiva seria aquella en la cual se
modifiquen 1-2 aminoacidos en cada generacion, de manera que se acumulen
multiples cambios de forma secuencial a través de varias rondas de mutacion y/o

recombinacion, hasta adquirir la funcion deseada (Hall BG, 1999).

En 1994, Stemmer (Stemmer WPC, 1994) desarrolldo un método de
recombinacion aleatoria in vitro del ADN denominado DNA Shuffling o “barajado de
ADN”. En este método variantes de un mismo gen con diferentes mutaciones
puntuales (beneficiosas y aditivas), son digeridas con ADNasa I y los fragmentos
aleatorios obtenidos se reensamblan en un gen completo mediante ciclos repetitivos
de anillamiento en presencia de una ADN polimerasa. Este procedimiento de
recombinaciéon homoéloga permite la rapida acumulaciéon de las mutaciones
beneficiosas presentes en genes diferentes y la eliminaciéon de las mutaciones

neutras o perjudiciales (Hall BG, 1999; Hiraga K y Arnold FH, 2003).

Una variacion de esta metodologia es el Family shuffling en el que genes
procedentes de diversas especies, pero con elevada homologia, se recombinan
creando quimeras que difieren en varias posiciones. Crameri y colaboradores
(Crameri A y col., 1998) demostraron un mayor incremento en la diversidad y
aceleracion de la evolucion de una p-lactamasa mediante este método en
comparacion con el DNA shuffling realizado sobre los mismos genes

individualmente.

Durante la ultima década han surgido numerosas variantes de la técnica de
DNA Shuffling. Asi, por ejemplo, el grupo liderado por Frances Arnold (Caltech, SF)
ha desarrollado métodos de recombinacion aleatoria en los cuales no es necesario

fragmentar el ADN parental. En uno de estos procedimientos, llamado StEP
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(Staggered Extension Process, Proceso de Extension Escalonado), se utiliza como
molde de una reaccion de PCR variantes mutadas de un mismo gen y procesos de
extension muy cortos con lo que se generan fragmentos del gen truncados que
vuelven a hibridar con el ADN parental en el ciclo siguiente promoviendo la

aparicion de secuencias recombinantes (Arnold FH, 1998).

Otro procedimiento desarrollado recientemente es el denominado RACHITT
(Random Chimeragenesis on Transient Templates o Generacion de Quimeras al azar
sobre Moldes Efimeros) que es una técnica conceptualmente similar al StEP y DNA
Shuffling pero esta disenada para conseguir mayor nimero de entrecruzamientos,
entre 12 y 19 en una sola ronda de Family Shuffling (Coco WM, 2003). En este
caso, el alineamiento ocurre entre los fragmentos generados a partir de una hebra
de todas las variantes y una hebra completa del ADN parental. Estos fragmentos se
reensamblan hasta alcanzar la longitud completa de la hebra opuesta a la parental.
Los fragmentos que posean extremos 5’ o 3’ libres se incorporan tras eliminar las
“colas” utilizando las actividades endo y exonucleasa de la Taq polimerasa y Pfu
polimerasa, respectivamente. Después de rellenar los huecos y la ligacion, el molde,
es finalmente destruido para dejar solo los fragmentos del gen ligados que se

convertiran en ADN de doble hebra.

Ademas de estas técnicas in vitro, hay otros procedimientos basados en la
recombinaciéon homologa en levaduras que se agrupan bajo el término in vivo
shuffling (Cherry JR y col., 1999; Bulter T y col., 2003; Swers JS y col., 2004). En
este proceso, fragmentos de ADN con diferentes mutaciones (procedentes de PCR
mutagénica) se mezclan equimolarmente con un plasmido linearizado y se
cotransforman en la levadura. Los fragmentos homodlogos recombinan entre si,
intercambiando mutaciones teniendo lugar, ademas, la reparacion del vector
linearizado la cual puede ocurrir antes y/o después de esta recombinacion. Este
meétodo elimina los pasos de ligacion y transformacion en Escherichia coli previos a
la generacion de colecciones de variantes génicas que, posteriormente, se
expresaran en levaduras. Una variacion de esta técnica recombinatoria es el CLERY
(Combinatorial Libraries Enhanced by Recombination in Yeast o Colecciones
Combinatorias de variantes Potenciadas por Recombinacion en Levaduras) que
combina la recombinaciéon in vitro mediante family shuffling y la recombinacion
homoéloga in vivo. Mediante este método se han logrado colecciones de variantes

con bastante diversidad pero con baja eficiencia (12% de clones funcionales) debido
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a la elevada tasa de mutaciones puntuales incorporadas (Kurtzman A y col., 2001).
Este método es de gran utilidad para llevar a cabo reacciones de recombinacion

entre secuencias con una baja homologia.

La dificultad para generar eventos de recombinacion entre secuencias que
muestran muy baja homologia ha llevado al desarrollo de otras técnicas, como
SHIPREC (Sequence-Homology-Independent Protein Recombination o Recombinacion
de Proteinas Independiente de la Homologia de las Secuencias) (Sieber V y col.,
2001) o ITCHI (Incremental Truncation for the Creation of Hibrid enzymes o
Truncamiento Incremental para la Creacion de Enzimas Hibridas) (Lutz S y
Benkovic SJ, 2000) que permiten la creacion de colecciones de variantes mediante
la ligacion de genes truncados. La unién se produce a través de secuencias de
corte. En estos procedimientos no se requiere la recombinacion homologa entre

fragmentos ya que a través de la ligacion se regenera el gen completo.

1.4.3 Seleccion de las mejores variantes

La identificacion y el aislamiento del mejor mutante/s es un paso crucial en el
proceso de evolucion dirigida. Una vez obtenida la variabilidad genética, los genes
modificados son clonados en un plasmido para su expresion en un hospedador
adecuado (bacteria o levadura). Los clones que expresan los genes mejorados son
identificados mediante un “screening” especifico y pueden ser seleccionados, en
caso necesario, para una nueva ronda de evolucion dirigida (Marrs B y col., 1999;

Kuchner O y Arnold F, 1997).

La eficacia y la precision de este paso de seleccion de las variantes mejoradas se
vera afectada por el tipo de senal que se genere. Los métodos de seleccion deben
permitir el analisis de un gran nuimero de variantes (“High-throughput screening” o
seleccion con alta capacidad de procesamiento) de una forma rapida y con elevada

precision y sensibilidad.

El desarrollo de un método de seleccion adecuado para la propiedad deseada es

el elemento mas importante que determine el éxito de un experimento de evolucion.

Dada la variabilidad en las enzimas y los distintos parametros que se desean

optimizar, se han desarrollado una gran variedad de procedimientos de seleccion.
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Asi, por ejemplo, se han desarrollado métodos de seleccion en medio solido
combinado con imagénes espectroscopicas (Delagrave S y col., 2001), métodos
basados en la medida de actividad in vitro por deteccion de fluorescencia (Kumar S
y col., 2005), utilizacion de compuestos colorimétricos (Henke E y Bornscheuer
UT, 1999; Jaeger KE y Reetz MT, 2000; Alcalde M y col., 2005; Parikh MR y
Matsumura I, 2005; Wong TS y col., 2005) o fluorimétricos como son los ésteres de

umbelliferilo (Fujii Ry col., 2003; Babiak P y Reymond JL, 2005).

Otras metodologias de screening se basan en la utilizacion de aparatos mas
complejos como analisis por HPLC-MS (Eggert T y col.,, 2005), resonancia
magneética nuclear (Reetz MT y col.,, 2004) o resonancia Raman dispersa

(Bornscheuer UT, 2004).

1.4.4 Evolucion molecular de lipasas

Las lipasas han emergido como importantes biocatalizadores en la industria
biomédica debido a su excelente capacidad para llevar a cabo reacciones
regioselectivas en una gran variedad de solventes organicos y con una amplio rango
de sustratos. La sintesis estereoselectiva de compuestos organicos quirales tiene un
elevado interés académico e industrial. La biocatalisis enantioselectiva es una
herramienta clave en la produccion de sustancias quimicas para su uso en

farmacos o cosméticos. (Ashok P y col., 1999; Jaeger KE y Eggert T, 2004).

La enantioselectividad de la lipasa extracelular de Pseudomonas aeruginosa
frente al acido 2-metildecanoico p-nitrofenil éster en configuracion (S) se incremento
diez veces en cuatro rondas de PCR mutagénica (Liebeton K y col., 2000). Los
sobrenadantes procedentes de cultivos de mutantes se ensayaron frente a ésteres
de este acido con p-nitrofenol y la hidrolisis de los compuestos enantioméricamente
puros (R o S) era monitorizada a través de la deteccion espectofotométrica del p-
nitrofenol (Reetz MT y Jaeger KE, 2000). Posteriormente, la mutagénesis a
saturacion en aquellas posiciones donde se habian producido los cambios permitio
obtener una variante con una enantioselectividad 25 veces mayor que la enzima

original (Reetz MT, 2002).

La mejora de la enatioselectividad también se ha llevado a cabo con otras

lipasas como la lipasa A de Bacillus subtilis para la formacion de alcoholes quirales
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(Funke SA y col., 2003) y con la lipasa de Burkholderia cepacia donde se logro
invertir su enantioselectividad de la configuracion (S) a la forma R del etil-3-

fenilbutirato (Koga Y y col., 2003).

Existen otros trabajos en los que se ha modificado la especificidad de sustrato
de la enzima como, por ejemplo, la lipasa de Bacillus thermocatenulatus donde una
ronda de mutacién al azar y seleccion permitié obtener tres variantes con una
actividad fosfolipasa 10-12 veces superior a la enzima original. Ademas, la actividad
frente a metil ésteres de acidos grasos de cadena larga también se incremento6 entre
1,5-4 veces (Kauffmann I y Schmidt-Dannert C, 2001). La actividad amidasa de la
lipasa de Pseudomonas aeruginosa se incremento 2 veces tras una ronda de
mutacion y seleccion. Tres mutaciones localizadas lejos del centro activo, pero en
las proximidades del sitio de uniéon del i6n calcio, fueron responsables de este

cambio (Fujii Ry col., 2005).

También se ha mejorado mediante técnicas de evolucion dirigida otra propiedad
importante como la termoresistencia. Dos variantes de la lipasa B de Candida
Antarctica mostraron una vida media, a 70°C, 20 veces superior a la proteina
original (Zhang N y col.,, 2003). Dos ciclos de PCR mutagénica y seleccion,
combinados con informacion estructural, permitieron obtener mutantes con una
vida media de desnaturalizacion 300 veces superior que la lipasa de Bacillus subtilis

(Acharya P y col., 2004).
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2.

Objetivos

La obtencion de aceites ricos en PUFAs ®3 en la fraccion de glicéridos mediante

hidrélisis enzimatica selectiva de una mezcla conteniendo diversos tipos de acidos

grasos seria de gran interés ya que podria constituir un primer paso en el desarrollo

de un posible proceso industrial para la obtencion de este tipo de aceites.

Para obtener una enzima capaz de realizar esta hidrolisis selectiva se plantearon

los siguientes objetivos:

. Aislar a partir de fuentes naturales un microorganismo con alta capacidad

de produccién de lipasas.
Clonar y caracterizar el gen que codifica para dicha lipasa.

Expresar el gen de la lipasa en un sistema heterdlogo de alta eficacia y

caracterizar la proteina producida.

Obtener variantes de dicha lipasa con actividad menor o nula frente a
triglicéridos ricos en PUFAs, pero manteniendo la actividad frente a acidos

grasos saturados y mono-insaturados.

. Analizar a nivel molecular las variantes de lipasas obtenidas para conocer

el origen de la nueva especificidad.

Validar el proceso de hidrodlisis selectiva analizando la actividad de las

variantes seleccionadas frente a un aceite comercial rico en PUFAs.
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3.1 Reactivos quimicos y Enzimas

3.1.1 Oligonucleodtidos

Los oligonucledtidos utilizados en esta memoria se muestran en la Tabla 9.

Fueron sintetizados por MWG-Biotech AG (Ebersberg, Alemania).

Tabla 9. Lista de los oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia Tm (°C)
GCLip-F3 5-GTCGACAAAAGACAGGCCCCC-3’ 73,0
GCLipl-R 5-AACTGCAGTTAACCGAAGAGA-3’ 58,4
GCLipl-R1 5-CGACTCTAGAGGATCCCCAACTG-3’ 64,2
GCLipl-F4 5-GCGAATTCCAAACCCCCACG-3’ 61,4
GCLip1Not-R 5-CAAATATGCGGCCGCTTAACC-3’ 74,8
158PCRmut-F1 5-GCCAGCATTGCTGCTAAAG-3’ 56,7
RMLC 5-GGGAGGGCGTGAATGTAAGC-3’ 61,4
RMLN 5-CCTCTATACTTTAACGTCAAGG-3’ 56,5
GATE-B1-D* 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGG 72,2

CTCACGTTAAGGGATTTT-3’

GATE-B2-R* 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGG >75,0
GTGGATCCCGCACAAACGAAGGTCTCAC-3’

(*) La secuencia subrayada indica los sitios de integracion attB.

3.1.2 Antibioticos

Los antibi6ticos utilizados en el presente trabajo se muestran en la Tabla 10.
Las soluciones stock una vez preparadas, a la concentracion correspondiente,
disueltas en agua o etanol (cloranfenicol), se esterilizaron por filtracion a través de

un filtro de 0,22 um y se almacenaron a -20°C.
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Tabla 10. Antibiéticos utilizados.

Nombre Concentracion Stock Concentracién trabajo
(mg/mL) (ng/mlL)
Ampicilina 100 100
Cloranfenicol 30 30
Zeocina 100 50%, 100**
Tetraciclina 12,5 12,5
Kanamicina 50 50

Concentracion en cultivos de * Escherichia coli, ** Pichia pastoris

3.1.3 Tampones y otras soluciones

En la Tabla 11 se muestra la composicion y preparacion de los tampones y

soluciones utilizadas en este trabajo.

Tabla 11. Composiciéon y preparacion de tampones y soluciones.

Nombre Preparacion

IPTG 1000 x Disolver 1 g en 8 mL de agua Milli Q (0,42 M).
(isopropil-B-D-tiogalactopiranésido) Almacenar a -20°C.
X-gal 1000

ga x . . Disolver 40 mg en 1 mL de dietilformamida.
(5-bromc?—4—c‘lo'ro-3—1nd0111—]3—D- Almacenar a —20°C.
galactopiranésido)
Tampén TE Tris-HC1 10 mM, EDTA 1mM pH 8.
STET Sacarosa 8%, Triton X-100 0,5%, Tris HC1

10mM EDTA 50mM pH 8.

Mezclar 132 mL de K:HPOs4 1 M, 868 mL
Tampoén fosfato potasico 1 M pH 6 KH2PO4. Ajustar el pH a 6 anadiendo acido
fosférico o KOH).

Disolver 134 g de Yeast Nitrogen Base (con
YNB 10x sulfato amoénico y sin aminoacidos) en 1 L de
agua destilada. Esterilizar por filtracion.

Biotina 500x Diso.lver 20 mg de biotina en 100 mL de agua
destilada. Esterilizar por filtracién.
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Nombre

D-Glucosa 10x

Metanol 10x

Glicerol 10x

Tampoén TAE 50 x
(ADN o ARN)

Tampon de carga
(SDS-PAGE)

Tampoén de electrodos

Solucién de Coomasie

Solucién de desteiido

Solucién Desnaturalizante

Solucion Neutralizante

SSC 20 x

Tampoén Maleico

Preparacion

Disolver 200 g de D-glucosa en 1 L de agua
destilada. Esterilizar por filtracién.

Mezclar 5 mL de metanol con agua destilada
hasta 100 mL. Esterilizar por filtracion.

Mezclar 100 mL de glicerol con 900 mL de
agua destilada. Esterilizar en autoclave.

Mezclar 242 g de Tris base en acido acético
glacial 57,1 mL; EDTA 0,5 M pH 8 100 mL,
H20 1 L.

1,2 mL Tris-HCI1 0,5 M pH 6,8; 2 mL SDS 10%,
1 mL glicerol, azul de bromofenol 0,5 % en
agua 0,5 mL; H2O Mili-Q 4,8 mL. En el
momento de su uso se anaden 50 puL de B-
mercaptoetanol por cada 1 mL de tampoén.

Disolver 3 g de Tris base, 14 g de glicina, 10
mL de SDS 10%, agua destilada hasta 1 L.
Comprobar que el pH 8,1-8,5 (sin ajustar).

Azul de Coomasie 0,1%; metanol 40%; acido
acético 10%.

Metanol 20%; acido acético 7%.
NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M.
NaCl 3 M, Tris-HC1 1 M pH 7,5.

NaCl 3 M, Citrato Sédico 0,3 M pH 7

Acido maleico 0,1 M, NaCl 0,15 M pH 7,5.
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3.1.4 Enzimas

Las enzimas que se emplearon en el presente trabajo aparecen en la Tabla 12.

Tabla 12. Listado de enzimas utilizadas.

Nombre Casa Comercial

ARNasa Roche Molecular Biochemicals (Mannheim,
Alemania)

Taq polimerasa Roche Molecular Biochemicals (Mannheim,
Alemania)

Pfu Turbo® Stratagene (La Jolla, C.A., EE.UU)

Fosfatasa alcalina de camarén Promega Co. (Madison, Wisconsin, EE.UU)

Enzimas de restriccion Promega Co. (Madison, Wisconsin, EE.UU)

Klenow Roche Molecular Biochemicals (Mannheim,
Alemania)

Ligasa de T4 Roche Molecular Biochemicals (Mannheim,
Alemania)

Proteinasa K Roche Molecular Biochemicals (Mannheim,
Alemania)

Endoglicosidasa H Roche Molecular Biochemicals (Mannheim,
Alemania)

Mutazyme™ Stratagene (La Jolla, C.A., EE.UU)

3.2 Microorganismos
3.2.1 Cepas Bacterianas
e Escherichia coli TOP 10 F": Genotipo: F'{lacI a , Tn 10(Tet R)}, mcr A A (mrr-
hsdRMS- mcrBC), ®80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara - lew)7697

galU galK rpsL (Str R) endAl nupG. Cepa empleada para la obtencion de células

electrocompetentes. Fue utilizada para la obtencion de los plasmidos pBT69, pBT70
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y pBT155.

e Escherichia coli TOP10 (One Shot®): Genotipo: F- mer A A (mrr- hsdRMS-
merBC), ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara — lew)7697 galU galK rpsL
(StrR) endAl nupG. Células competentes (Invitrogene) con una eficiencia de
transformacion >1x108 transformantes por pg de ADN. Fue utilizada en la

construccion de la coleccion de variantes del gen lipl de Galactomyces geotrichum
BT107.

e Escherichia coli XL1-Blue MRF’: Genotipo: A(mcrA) 183 A(mcrCB-hsdSMR-
mrn)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac {F’ proAB lac 1 « ZAM 15 Tn
10(Tet R)}. Ceélulas electrocompetentes (Stratagene) con wuna eficiencia de
transformacion >1x1010 transformantes por pug de ADN. Fue utilizada para la

obtencion del plasmido pBT158.

3.2.2 Cepas fungicas

¢ Galactomyces geotrichum BT107: cepa aislada en nuestro laboratorio a partir
de alpeorujo. Su identificacion se realizo en los laboratorios de la coleccion alemana
de cultivos tipo (DSMZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GMBH, Braunschweig).

e Pichia pastoris X-33 (Mut*): (Invitrogene). La cepa fue utilizada como
organismo hospedador para llevar a cabo la expresion heterdloga del gen lipl de G.

geotrichum BT107 y de sus variantes.

e Saccharomyces cerevisiae BJ5465: Genotipo: MATa ura3-52 trpl leu2-deltal
his3-delta200 pep4::HIS3 prbl-deltal.6R canl. Cepa deficiente en proteasas,
cedida por Dr. Miguel Alcalde (Grupo de Biocatalisis Aplicada, Dpto. de Biocatalisis,
Instituto de Catalisis y Petroleoquimica, CSIC). Fue utilizada para llevar a cabo la

expresion heterologa del gen lipl de G. geotrichum BT107.
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3.3 Vectores plasmidicos

En la Tabla 13 se muestran los plasmidos utilizados en la presente memoria y

sus caracteristicas mas relevantes.

Tabla 13. Nombres y caracteristicas esenciales de los plasmidos utilizados.

T -
Nombre a(rll:ba)no Marcador Caracteristicas Fuente
pUC19 2,686 Ampicilina  Vector de clonacién en E. coli. Seleccion Invitrogene™

por o complementacion en presencia de
IPTG y X-gal.
pPICZaA 3,620 Zeocina Plasmido bifuncional. La expresiéon en P. Invitrogene™
pastoris esta controlada por el promotor
del gen AOX1. Contiene el péptido senal
del factor o de S. cerevisiae para la
secrecion de la proteina heteréloga.
pPICZaB 3,624 Zeocina Plasmido bifuncional. Igual que pPICZoA Invitrogene™
excepto las dianas presentes en el
polilinker.
pJROC30 12,337 Ampicilina  Plasmido bifuncional. La expresion en S.  Dr. Miguel Alcalde
URA3 cerevisiae esta regulada por el promotor (Dpto. Biocatalisis,
del gen GALI. I.C.P., CSIC)
pBT69 4,341 Ampicilina  pUC19 portando el gen Ilipl de Este trabajo
Galactomyces geotrichum BT107 clonado
en Smal.
pBT70 5,169 Zeocina pPICZaB portando el gen Ilipl de G. Este trabajo
geotrichum BT107 clonado en Xhol-Xbal.
pBT155 5,185 Zeocina pPICZoA conteniendo el gen lipl de G. Este trabajo
geotrichum BT107 clonado en EcoRI-Notl.
pBT158 12,367 Ampicilina pPJROC30 portando el péptido senal del Este trabajo
factor a y el gen lipl de G. geotrichum
BT107 en las posiciones BamHI-Notl.
pBT137 4,401  Cloranfenicol Contiene los sitios attP necesarios para Dr. Oscar Bafuelos

la reacombinacién BP con un fragmento
attB. Contiene los elementos de los
plasmidos pPICZa (excepto el promotor,
el terminador y el péptido sefial del factor
a) y el gen suicida ccdB.
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3.4 Medios de cultivo

3.4.1 Medios de cultivo para bacterias

Medio Terrific Broth (TB)

Bacto-triptona 12 g
Extracto de levadura 24 g
Glicerol 4 mL
Agua destilada hasta 0,9L

Después de esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min anadir 100
mL de tampo6n fosfato potasico 1 M pH6.

Medio LB (Miller JH, 1972)

Bacto-triptona 10g
Extracto de levadura Sg
Na Cl 10g
Agua destilada hasta 1L

Para medio solido se anade agar (20g/L). Esterilizar en autoclave a 121°C
durante 15 min.

Medio LB baja sal

Bacto-triptona 10g
Extracto de levadura Sg
Na Cl S5g
Agua destilada hasta 1L

Para medio solido se anade agar (20g/L). Esterilizar en autoclave a 121°C
durante 15 min.

3.4.2 Medios de cultivo para levaduras

Medio YP
Extracto de levadura 10 g
Peptona 20 g
Agua destilada hasta 1L

Para medio s6lido se anade agar (20g/L). Esterilizar en autoclave a 121°C
durante 15 min.

69



3. Materiales y Métodos

Medio YP con sales

Medio para la produccion de lipasas en Galactomyces geotrichum.

Extracto de levadura 10g
Peptona 20 g
KH2P04 1 g
NaNOs lg
MgSO4 0,5¢g
Agua destilada hasta 1L

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.

Medio YPD
Extracto de levadura 10g
Glucosa 20 g
Peptona 20 g
Agua destilada hasta 1L

Para medio so6lido se anade agar (20g/L). Esterilizar en autoclave a 121°C
durante 15 min.

Medio PDA (Potato Agar Dextrose)

Extracto de patata 4g
Glucosa 20 g
Agar 15g
Agua destilada hasta 1L

El pH debe ajustarse a 5,6. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15
min. Habitualmente se prepardé a partir de una mezcla comercial
(referencia CM0139, Oxoid, Hampshire, U.K.). En este caso se annaden 39
g a 1 L de agua destilada. Se lleva a ebullicion hasta disoluciéon completa
y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min

Medio BMGY

Medio para obtencion de biomasa de Pichia pastoris.

Extracto de levadura 10 g
Peptona 20 g
Agua destilada hasta 700 mL

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min Dejar enfriar a
temperatura ambiente y anadir:
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Tampon fosfato potasico 1 M pH 6 100 mL

Solucion de Biotina 500x 2 mL

Solucién de YNB 10x 100 mL

Solucion de Glicerol 10x 100 mL
Medio BMMY

Medio para la inducciéon de la expresion en P. pastoris. Igual composicion que
para el medio BMGY pero sustituir el glicerol por metanol. Anadir 100 mL de

una disolucion de Metanol 10x.

Medio YPAD

Medio para obtencion de biomasa de Saccharomyces cerevisiae BJ5465.

Extracto de levadura 10 g
Peptona 20 g
Glucosa 200 g/L 100 mL
Adenina hemisulfato 100 mg
Agua destilada hasta 1L

Medio Minimo

Medio para la seleccion de transformantes de Saccharomyces cerevisiae BJ5465.

Rafinosa 200 g/L 200 mL
L-His 2,5 g/L 20 mL
L-Trp 2,5 g/L 20 mL
L-Leu 2,5 g/L 20 mL
Adenina Hemisulfato 2,5 g/L 40 mL
YNB 67 g/L 100 mL
Agua destilada hasta 1L

Para medio sélido se anade agar (15 g/L). Esterilizar en autoclave a 121°C

durante 15 min.

Medio Expresion

Medio para la expresion en Saccharomyces cerevisiae BJ5465.

YP (1.55x%)* 812,5 mL
Tampon fosfato potasicol MpH 6 62,5 mL
Galactosa 200 g/L 125 mL
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*YP (1.55x): 10 g Extracto de levadura, 20 g de peptona, 650 mL de agua

destilada.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min. Almacenar en

oscuridad.

Medio Minimo Agarizado

Medio para la seleccion de transformantes en medio so6lido de Saccharomyces

cerevisiae BJ5465.

YNB 6,7 g
L-His 50 mg
L-Trp 50 mg
L-Leu S50 mg
Adenina Hemisulfato 50 mg
Glucosa 200 g/L 100 mL
Agar 15¢g

Sorbitol 182,1¢g
Agua destilada hasta 1L

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min. Almacenar protegido de
la luz.

Medio de screening para S. cerevisiae BJ5465

Galactosa 12,5¢g
Glucosa 10 g
YNB 6,7¢g
L-His S50 mg
L-Trp 50 mg
L-Leu S50 mg
Adenina Hemisulfato 50 mg
Agar 15¢g
Agua destilada hasta 1L

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min. Enfriar hasta 50°C y
antes de la solidificacién del medio se anaden:

Trioleina/TriEPA 10 g
Rodamina B 0,01g

Medio de screening para P. pastoris

Se prepara anadiendo a 1 L medio YP fundido, a una temperatura
aproximada de 50°C y antes de que solidifique:
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Metanol 10 mL
Rodamina B 0,01 ¢
Trioleina/TriEPA 10 g
Zeocina 25 nug/mL

Medio de screening para lipasas

Agua destilada 990 mL
Agar 20 g

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min. Enfriar hasta 50°C y
antes de la solidificacion del medio se anaden 10 mL de aceite
(oliva/ROPUFA®).

3.5 Cultivo y mantenimiento de las cepas
3.5.1 Cepas bacterianas

Las cepas de E. coli se incubaron a 37°C durante 16-18 h, en diferentes medios
de cultivo segun el protocolo. Los cultivos en medio liquido se realizaron en el
matraces sin indentaciones incubando a 37°C y 250 rpm de agitacion. En el caso de
se cultivaron clones resistentes a antibioticos los medios se suplementaron con las

concentraciones de antibidticos que se muestran en la Tabla 10.

La conservacion de las cepas se realizo en placas Petri, selladas con parafilm, a

4°C (2-3 semanas) o en suspensiones en glicerol al 20%, a -80°C (anos).

3.5.2 Cepas fungicas

Para cultivar G. geotrichum BT107 se creci6 en matraces de 500 mL conteniendo
50 mL de medio YPD inoculado con 100 pL de una suspension de esporas del hongo

en glicerol al 30%. Los cultivos se incubaron a 28°C y 250 rpm.

P. pastoris X-33 se creci6 en matraces de 500 mL conteniendo 100 mL de medio
YPD inoculado con una colonia. Los matraces se incubaron a 28 °C y 250 rpm de
agitacion. En el caso de las cepas transformadas con plasmidos derivados de los
pPICZa a se les anadié zeocina a los medios a una concentracion final de 100

ug/mL (Tabla 10).
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S. cerevisiae BJ5465 se crecio en matraces conteniendo 100 mL de medio YPAD
inoculado con una colonia e incubados a 28°C y 250 rpm de agitacion. En el caso
de las cepas transformadas con plasmidos derivados del pJROC30, el crecimiento
se lleva a cabo en medio minimo liquido incubando a 28°C y 250 rpm, durante 4-5

dias.

La conservacion de las cepas se realizo en placas Petri, selladas con parafilm, a

4°C (2-3 semanas) o en suspensiones en glicerol al 20%, a -80°C (anos).

3.6 Manipulacion de acidos nucleicos
3.6.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
La mezcla de reaccion estandar para la amplificacion de fragmentos de ADN se

realizo en tubos Eppendorf de 200 uL anadiendo los siguientes componentes, en el

orden indicado:

Compuesto Volumen Concentracion final
Agua Mili-Q estéril hasta 50 pL
Tampon de la polimerasa

(MgClz 15 mM) SuL 1,5 mM
Cebador 1 (100 uM) 0,2 uL 1 uM
Cebador 2 (100 uM) 0,2 uL 1 uM
dNTPs (10mM de cada uno) 1 puL 200 uM
Molde 10-50 ng
Polimerasa 2,50

Una vez preparada la mezcla de reaccion se selecciona y se desarrolla el

programa de amplificacion.
El esquema general de una PCR consta de tres pasos:

1. Desnaturalizacion: 94-96°C, 30-60 s. En este punto se desnaturaliza
completamente el ADN molde, haciéndolo accesible para la union de los

cebadores a sus zonas complementarias.

2. Hibridacioén: 37-70°C, 30-60 s. La disminucion de la temperatura favorece
la union de los cebadores a sus zonas complementarias en el ADN molde. La
temperatura de renaturalizacion se establece generalmente 5°C por debajo

de la temperatura de fusion (Tm) de los cebadores, calculada

74



3. Materiales y Métodos

empiricamente por su composicion nucleotidica.

3. Extension o elongacion: 68-72°C. El tiempo de elongacién dependera del
tamano del fragmento de ADN que se quiera amplificar. Las polimerasas que
se han utilizado para la realizacion de este trabajo tenian una velocidad de

sintesis de 0,5-2 kb/min.

El conjunto de estos tres pasos constituye un ciclo de PCR. Las reacciones
completas pueden constar de entre 20 y 40 ciclos, duplicandose, teéricamente, la
cantidad de ADN correspondiente al fragmento a amplificar en cada ciclo.
Adicionalmente se suele realizar un paso inicial de desnaturalizacion, a 94-96°C
durante 2-3 min, para asegurarse de que en el primer ciclo todo el ADN molde se

encuentre completamente desnaturalizado.

Igualmente, después de finalizar el ultimo ciclo de PCR se puede programar un
paso de extension, a 68-72°C durante 5-10 min, en el que se permite que la

polimerasa termine de sintetizar todas las hebras que no hubiera completado.

El procedimiento experimental seguido se realizo utilizando un termociclador

iCycler™ (BioRad, California, EE.UU)

Finalizado el programa, una alicuota o todo el volumen de la reacciéon se carga

en un gel de agarosa y, en caso necesario, se aisla la banda de interés.

3.6.2 Tratamiento con enzimas de restriccion

Los componentes de la mezcla de reaccion son: los tampones de digestion
(especificos para cada endonucleasa), el ADN, agua Mili-Q hasta completar el
volumen final, y, por ultimo, las unidades necesarias de enzima de restriccion. De

forma optativa, también se pueden anadir BSA (0,1 mg/mL) y/o ARNsa (100
Hg/mlL).

En la digestion de minipreps se utilizan de 100 ng a 2 ug de ADN en un
volumen final de 20 uL. En el caso de vectores digeridos para la subclonacion se
emplean de 2 a 5 ug de ADN plasmidico que se digieren en 50-100 puL de volumen
final. Las digestiones preparativas para la recuperacion de fragmentos de geles se

realizan con 10-20 ug de ADN en 100-200 pL de reaccion. Las digestiones parciales

75



3. Materiales y Métodos

se realizan variando la concentracion de enzima a tiempo fijo o variando el tiempo

de incubacion para una concentracion fija de enzima (Sambrook J et al., 1989).

La incubacion de estas reacciones de digestion es de 1-2 h para las minipreps y
de 2-4 h en digestiones preparativas, aunque en algunos casos las reacciones se
pueden incubar durante mas de 12 h. Como norma general se ajusta el tiempo de
incubacion y el nimero de unidades de enzima en funcion de la estabilidad de cada

enzima y del tipo y cantidad de ADN.

3.6.3 Relleno de extremos 5’ protuberantes

El relleno de extremos 5’ protuberantes en fragmentos de ADN se llevo a cabo
utilizando el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli. El procedimiento

fue el siguiente:

1. Se purifica el ADN digerido mediante el kit “NucleoSpinR Extract” (Macherey-
Nagel, Duiren, Alemania) y resuspender el ADN en 30 uL de agua Mili-Q.

2. El relleno con Klenow se realizo en un volumen de S0 pL y se preparo
anadiendo los 20 ul del ADN purificado, 5 pL del tampon de la enzima, los
desoxinucleotidos trifosfato (hasta 25 uM) y dos unidades de enzima. Se

completo el volumen hasta 50 puL con agua Mili-Q.
3. La reaccion se incub6 15-30 min a 37°C.

4. El ADN se volvio a purificar con el kit “NucleoSpinR Extract”.

3.6.4 Desfosforilacion de extremos 5° de fragmentos de ADN

La desfosforilacion del ADN se realiza para prevenir la recircularizacion y
religacion del vector de ADN linearizado eliminando los grupos fosfato de los

extremos 5’.

La desfosforilacion se combiné con la reaccion de restriccion. Para ello, se
anadieron 10 unidades de SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase, Fosfatasa Alcalina de
Camaroén) en un volumen final de 30-50 pL. Se incub6 a 37°C durante 15 min. A
continuacion, se inactivé la enzima a 65°C durante 15 min y se procedido a la

purificacion del ADN.
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3.6.5 Ligacion de moléculas de ADN

El ligamiento de fragmentos de ADN se realiza en volumenes de reaccion de 5-

20 pL. La reaccion se realizo de la siguiente forma:

1. Se mezclan previamente las cantidades necesarias de inserto y vector,

calentando la mezcla unos segundos a 65°C.

2. Posteriormente se anaden: agua Mili-Q para completar los 10 pL finales, 1 pL
de tampon de ligasa (10x), y 0,5 unidades de enzima (ligasa del bacteriofago

T4). La mezcla se prepara en un tubo Eppendorf colocado en hielo.

3. La reaccién se incuba de 8-10 h a 4°C si se trata de extremos romos y 2 h a

37°C 6 8-12 h a 12°C si se trata de extremos cohesivos.

Al preparar estas reacciones es necesario tener en cuenta la relacion molar
entre el ADN “inserto” y el vector. En el caso en que los extremos del fragmento a
ligar sean diferentes entre si se utilizara una relacion equimolar vector:inserto. Si
los extremos son iguales entonces la relacion molar vector:inserto debe ser 1:2 para
extremos cohesivos y 1:5 para extremos romos. En el caso de utilizar vectores

fosforilados se utiliza la mitad de inserto de lo anteriormente indicado.

3.6.6 Purificacion de acidos nucleicos

3.6.6.1 Purificacion de ADN

La purificacion de ADN procedente de reacciones enzimaticas (PCR,
restricciones, etc) se realizo empleando el “NucleoSpin® Extract Kit” (Macherey-
Nagel). Mediante este procedimiento, el ADN se une a una membrana de silica en
presencia de sales caotropicas que contiene componentes adicionales que permiten
disolver los fragmentos de agarosa. Después de este paso la mezcla se carga
directamente en la columna de silica. Las contaminaciones como sales y
componentes macromoleculares solubles se eliminan mediante lavados con un
tampon conteniendo etanol. El ADN purificado es posteriormente eluido bajo
condiciones de baja fuerza ionica y un pH ligeramente alcalino (Tris-HCl1 5 mM, pH

8,5).
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3.6.6.2 Purificacion de ADN plasmidico de bacterias

3.6.6.2.1 Lisis alcalina

Se utiliz6 el protocolo descrito por Holmes DS y col., (1981) que permite obtener

ADN plasmidico de un gran ntimero de colonias en poco tiempo.

1. Se inoculan, a partir de colonias aisladas, tubos Eppendorf con 1 mL de
medio TB suplementado con el antibiotico apropiado y se incuban durante 8-

12 h a 37°C y con agitacion (250 rpm).

2. Se recogen las células por centrifugaciéon durante 10 min a 10.000 rpm y
temperatura ambiente. Se elimina el sobrenadante y se resuspende el

precipitado en 300-350 uL de STET mediante agitacion fuerte.

3. Se anaden 10 pL de una solucién de lisozima alcalina en agua (10 mg/mL) y

se incuba 45 s con agitacion fuerte.

4. Se incuban las reacciones en agua hirviendo durante 45 s (se provoca la
coagulacion de los restos celulares, ADN cromosémico y proteinas).
Centrifugar durante 15 min a 14.000 rpm. El precipitado formado por los

componentes celulares se retira del fondo de los tubos con un palillo.

5. El sobrenadante obtenido se mezcla con 40 pL de acetato sédico 3M pH 5,2 y
400 upL de 2-propanol, precipitando con este procedimiento el ADN
plasmidico. Dicho ADN se recoge por centrifugacion durante 10 min a 14.000
rpm y una vez descartado el sobrenadante, se lava con etanol al 70% en

agua.

6. El precipitado se seca al aire y se resuspende en 30-40 uL de TE,

almacenandose a 4°C o a temperatura ambiente.

3.6.6.2.2 “NucleoSpin® Plasmid Kit”

Mediante este método el ADN plasmidico contenido en las cepas hospedadoras
de E. coli es liberado mediante lisis alcalina. Posteriormente, el lisado resultante se
neutraliza y se crean las condiciones apropiadas para la unién del ADN plasmidico
a una membrana de silica. Las posibles contaminaciones con sales, metabolitos y

componentes celulares macromoleculares se retiran mediante un lavado de la
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membrana con etanol al 70%. El plasmido purificado es finalmente eluido bajo
unas condiciones idnicas bajas con un tampoén ligeramente alcalino (Tris HCl 5 mM

pH 8,35).

3.6.6.2.3 Preparaciones de ADN plasmidico a gran escala

La obtencion a gran escala de ADN plasmidico (>5ug) se llevé a cabo empleando
el “Nucleobond® PC Kit” (Macherey-Nagel). La membrana que se utiliza en este kit
(NucleoBond® AX) es una resina de silica con un intercambiador aniénico
(Metiletilamina). Una vez equilibrada la membrana, con un tampén adecuado, el
ADN plasmidico queda unido a la resina, siendo posteriormente eluido, tras varios
lavados. Después de la precipitacion con isopropanol del plasmido éste puede ser

facilmente resuspendido en tampon TE.

3.6.6.3 Purificacion de ADN plasmidico de levaduras

La extraccion de ADN plasmidico a partir de levaduras se realizo con el
“Zymoprep® Yeast Plasmid Minipreparation Kit” (Zymo Research, CA, EE.UU). Para

ello se siguieron pasos indicados en el manual del proveedor.

Una vez realizadas todas las adiciones e incubaciones, el sobrenadante
resultante se transfiere a un tubo limpio. Se adicionan 400 puL de isopropanol a
cada tubo para precipitar el ADN, se mezcla bien y se centrifuga a 12.000 rpm
durante 8 min. Se elimina el sobrenadante por aspiracion y se seca bien el

precipitado. E1 ADN se resuspende en 35 uL de tampoéon TE.

3.6.6.4 Purificacion de ADN genomico de hongos filamentosos y

levaduras

La obtencion de ADN gendémico de hongos filamentosos y levaduras se realizo
con ayuda del “AquaPure DNA Isolation Kit” (BioRad). El protocolo utilizado fue el

siguiente:

1. A partir de un cultivo en 10 mL de medio YPD crecido durante 48 h se toman

200 pL y se centrifugan a 13.000 rpm.
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2. Se desecha el sobrenadante y se resuspenden las células en 300 uL del

tampon “Cell Lysis Solution” anadiendo 1,5 uL de Proteinasa K (20 mg/mL).

3. A continuacion, se anaden 200 pL de perlas de vidrio acidificadas y se agita
con vortex durante 4 min Se incuban las muestras a 50-55°C durante 1 h.
Una vez enfriadas se anaden 1,5 uL de “RNAsa Solution”, se agita la mezcla y

se dejan incubando a 37 °C durante 15 min.

4. Se dejan enfriar las muestras a temperatura ambiente y se anaden 100 pL de
“Protein Precipitation Solution”. Se agita en vortex durante 30 s y se

centrifuga a 13.000 rpm durante 3 min.

5. Se transfieren los sobrenadantes a un tubo Eppendorf limpio anadiendo 300
pL de isopropanol. Se mezcla varias veces por inversion, durante 1 min Se
centrifugan las muestras a 13.000 rpm durante 1 min, se elimina el
sobrenadante y se anaden 300 puL de etanol al 70%, mezclando varias veces

por inversion durante 1 min.

6. Se centrifugan las muestras a 13.000 rpm durante 1 min y se elimina el
etanol. Se seca el precipitado al aire durante 15 min Se anaden 50 uL de
“DNA Hydration Solution”. Se resuspende el ADN incubando la muestra a 65

°C durante 1 h o bien durante toda la noche a temperatura ambiente.

Perlas de vidrio acidificadas: se mezclan las perlas de vidrio con acido nitrico
concentrado (realizar en campana de extraccion), durante 1 h, lavando

extensivamente con agua y secando en un horno.

3.6.7 Determinacion espectofotométrica de la cantidad de ADN o ARN

La cuantificacion de la cantidad de ADN o ARN de una muestra se realiz6 segun
el procedimiento descrito por Sambrook J y col., (1989) basado en la medida de la
absorbancia de una muestra, en un espectofotometro y en cubeta de cuarzo, a 260
y 280 nm. La lectura a 260 nm permite determinar la concentracion de acido
nucleico en la muestra mientras que la medida a 280 nm indica la cantidad de
proteinas. De esta forma, una D.O. de 1 corresponde, aproximadamente, a 50
ng/mL de ADN de doble cadena, 40 pug/mL de ADN monohebra y ARN, y a 20
ug/mL de oligonucledtidos de cadena sencilla. La relacion entre las medidas a 260

nm y a 280 nm (DO2s/DO2g0) proporciona informacion de la pureza del acido
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nucleico. Preparaciones puras de ADN o ARN tienen valores de 1,8 y 2,

respectivamente.
3.6.8 PCR mutagénica

La generacion de variabilidad genética se realiz6 mediante la utilizacion del kit

GeneMorph® PCR mutagenesis (Stratagene, La Jolla, C.A., EE.UU.).

El método se basa en la utilizacion de la enzima Mutazyme™, una ADN
polimerasa que introduce un amplio rango de mutaciones con mayor frecuencia que
la Tag polimerasa. La frecuencia de mutacion deseada se logra variando la cantidad
de molde en la reaccion, de manera que cantidades menores de ADN se duplican

mas veces que cantidades mayores acumulando por tanto mas mutaciones.

Con el fin de lograr entre 1 y 2 mutaciones por kb, se utilizaron 100 ng de

molde y el programa utilizado en el termociclador fue el siguiente:

Segmento N° de ciclos Temperatura Duraci6on
1 1x 95°C 1 min
2 30x 95°C 1 min
Primer Tm-5°C 1 min
72°C 1 min 6 1min/kb
3 1x 72°C 10 min

Finalizada la reaccion, se analiz6 en un gel de agarosa y, una vez aislada la
banda, se cloné en un vector apropiado y se realiz6 la transformacion. De las
colonias obtenidas se seleccionaron 10 clones al azar para secuenciar el fragmento

con el fin de comprobar la frecuencia de mutacion obtenida.

81



3. Materiales y Métodos

3.6.9 Construccion de una coleccion de variantes en P. pastoris

Con el fin de obtener una coleccion de variantes del gen lipl, obtenidas mediante
PCR mutagénica, expresadas en P. pastoris, se llevo a cabo una estrategia basada
en el sistema de clonacion “Gateway® Technology” (Invitrogen, Carlsbad, EE.UU).
Esta tecnologia se basa en el sistema de recombinaciéon especifica de sitio del fago A
en E. coli. Las reacciones Gateway® son versiones in vitro de las reacciones de
integracion y excision, empleando las mismas proteinas implicadas en los procesos
litico y lisogénico del fago A. Este sistema permite la insercién de fragmentos de
ADN, manteniendo la orientacion y el marco de lectura de los mismos,
reemplazando el uso de enzimas de restriccion y de ligasa. Debido a ello, esta
estrategia presenta una elevada eficiencia en la clonacion/subclonacion de

fragmentos de ADN.

El fundamento de este proceso se muestra en la Figura 8A. El gen de interés,
localizado entre dos sitios de integracion attB (presentes en E. colij, se hace
reaccionar con un plasmido conteniendo el gen ccdB (gen que codifica para una
proteina que interfiere con la ADN girasa de E. coli, impidiendo el crecimiento de la
célula) flanqueado por los sitios de integracion attP (presentes en el fago A). Tanto
los sitios de integracion attP como attB poseen dominios de unién para proteinas
que median en el proceso de recombinacion, la integrasa y el factor de integracion
del hospedador, respectivamente. Cuando se produce la recombinaciéon mediante
una reaccion BP (Figura 8A), se obtienen dos nuevos productos: un plasmido
conteniendo el gen de interés flanqueado por dos sitios attl. y un subproducto

portando el gen letal ccdB rodeado por dos sitios attR.

Una modificacion de este sistema se utilizd6 para realizar directamente la
clonaciéon de las variantes del gen lipl de G. geotrichum BT107, obtenidas mediante

PCR mutagénica, en vectores de expresion de P. pastoris (Figura 8B)
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Figura 8. Gateway® Technology. A) La recombinacién entre un sustrato attB (producto de PCR-attB o

un clon de expresién linearizado-attB) con un sustrato attP (vector donante), genera un clon entrante

con un sitio attL (catalizado por la mezcla de enzimas BP Clonase™). B) Obtencién de una coleccioén de

variantes del gen lipl en vectores de expresion de P. pastoris.

En primer lugar, y utilizando el plasmido

pBT69 como molde, se obtuvieron

variantes mediante PCR mutagénica usando como cebadores los oligonucle6tidos

GATE-B1-D y GATE-B2-R, que portan las secuencias attB y el extremo 5  del

promotor AOX1 y las secuencias attB y el

respectivamente (Tabla 9).

extremo 3’ del terminador AOX1,

La composicion de la mezcla de reaccion fue la siguiente:

Compuesto Volumen Concentracion final
Agua Mili-Q 41,5 uL

Tampon 10X Mutazyme S uL

Mezcla dNTPs 1 uL 200 uM

Mezcla cebadores 0,5 uL 250 ng/uL
Mutazyme 1 uL 2,50
pBT149 1 uL 10-100 ng de diana

El fragmento amplificado con estas condiciones se recombiné mediante una

reaccion BP (Figura 8B), cuya composicion fue la siguiente:

Producto PCR (variantes gen lipl-attB)
pBT137 (donor vector)
Tampoén clonasa 5x
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BP Clonase™ Enzyme Mix 4 uL

La reacciéon se incubdé a 25°C durante la noche. Transcurrido este tiempo se

anadieron 2 pL de Proteinasa K y se incubo a 37°C durante 10 min.

Como producto de esta reaccion in vitro se obtuvo una coleccion de plasmidos,
denominada pBT70-mut, que se utilizaron para transformar células de E. coli (“One
Shot® TOP 10 Chemically Competent”, Invitrogen) que se sembraron en placas de

LB conteniendo zeocina.

3.7 Transferencia, marcaje e hibridacion de ADN

3.7.1 Transferencia

La transferencia de ADN de geles de agarosa a membranas de nylon Hybond N+
(Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Reino Unido) se realizé mediante
un sistema de transferencia a vacio (Vacuum Blotter System, BioRad). El método

fue el siguiente:

1. Una vez visualizado el gel de agarosa, se incuba 15 min en acido clorhidrico
0,25 M con agitacion suave. Se elimina el acido y se lava el gel con agua

destilada.

2. Se anade solucion desnaturalizante y se incuba 30 min con agitacion suave.
Se elimina, se lava con agua destilada y se anade solucion neutralizante. Se

incubar 30 min

3. Se coloca un filtro de nylon sobre la placa porosa de la cubeta de
transferencia. Sobre el filtro se coloca una lamina de plastico que cubra toda
la placa porosa y que posea una apertura rectangular en el centro, de un

tamano ligeramente inferior al filtro.

4. Se coloca el gel sobre el filtro y se conecta la bomba de vacio (Hydrotech™

Vacuum Pumb, BioRad).

5. Se cubre el gel con SSC 20x. Se mantiene la transferencia durante, al menos,
2 h. Una vez transcurrido el tiempo, se apaga el sistema de vacio, se retira el
gel, se recoge el filtro y se fija el ADN a la membrana mediante luz

ultravioleta (UV Stratalinker® 1800, Stratagene).
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3.7.2 Marcaje

Los fragmentos de ADN utilizados como sondas se marcaron con digoxigenina
11-dUTP utilizando el “DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I”

(Roche, Manheim, Alemania).

1. El proceso de marcaje se realizo mediante “random priming” utilizando entre
10 ng-3 ug de ADN (diluidos hasta un volumen final de 16 uL de agua MilliQ
estéril) que se hirvieron durante 10 min y se dejaron enfriar rapidamente en

un bano de hielo.

2. A continuacion, se anade 4 uL del reactivo “DIG-high prime” (conteniendo la

enzima Klenow) al ADN desnaturalizado. Mezclar y centrifugar brevemente.

3. Incubar 20 h a 37°C. Detener la reaccién anadiendo 2 uL de EDTA 0,2 M pH

8,0 o calentando a 65°C durante 10 min.

3.7.3 Hibridacion

3.7.3.1 Prehibridacion e hibridacion

Ambos procesos se realizaron siguiendo las indicaciones del “DIG High Prime

DNA Labeling and Detection Starter Kit I” (Roche).

1. Se precalienta un volumen apropiado de “DIG easy Hyb” (10 mL/100 cm?
membrana) a la temperatura de hibridacion (37-42°C). Prehibridar la

membrana durante 30 min.

2. Se anade la sonda previamente desnaturalizada a un volumen apropiado de
“DIG easy Hyb” precalentado (3,5 mL/100 cm? membrana) y se mezcla bien

evitando la formacion de burbujas.

3. Se elimina la solucion de prehibridacion y se anade la solucion de
hibridacion (conteniendo la sonda) a la membrana. Se incuba durante la

noche con agitacion suave a 42°C.

4. Se elimina la solucion de hibridaciéon y se lava la membrana con 2x SSC,

0,1% SDS a temperatura ambiente bajo constante agitacion (2 x 5 min).

S. Se repiten los lavados con 0,5x SSC, 0,15% SDS (precalentado a la
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temperatura de lavado) a 65-68°C bajo constante agitacion (2 x 15 min).
3.7.3.2 Deteccion inmunoldgica
1. Después de realizar los lavados, se enjuaga la membrana durante 1-5 min en
“Washing buffer” (Tampo6n maleico, 0,3% (v/v) Tween 20).

2. Se incuba durante 30 min en 100 mL de “Blocking solution” (preparar una
solucion 1x diluyendo 1:10 la solucion stock del kit, con tampoén maléico).

Preparar fresca.

3. Se incuba 30 min en 20 mL de “Antibody solution” que contiene el
anticuerpo anti-DIG (digoxigenina) ligado a una fosfatasa alcalina (se diluye

1:5000 en “Blocking solution”).
4. Se lava dos veces 15 min con 100 mL de “Washing buffer”.

5. Se equilibra 2-5 min con 20 mL de “Detection buffer” (0,1 M Tris-HCI, 0,1 M
NaCl, pH 9,5).

6. Se incuba la membrana con 10 mL de “color substrate solution” (se anade
0,2 mL de solucion stock NBT/BCIP a 10 mL de “Detection buffer”) en

oscuridad.

7. La reaccion se detiene lavando la membrana durante 5 min con 50 mL de

agua Mili-Q o con TE.

3.8 Transformacion
3.8.1 Preparacion de células electrocompetentes

3.8.1.1 Escherichia coli

Mediante este procedimiento se preparan las células de E. coli para alcanzar un
estado de “competencia” que permita introducir varias copias de un vector
plasmidico (Sambrook J y col., 1989), y una alta eficiencia de transformacion

(hasta 109-101° transformantes por ug de ADN).

1. Se inoculan 100 mL de medio LB con una colonia aislada de E. coli TOP 10 F’

y se incuba a 37°C y 250 rpm hasta una D.O. a 550 nm de 0,75.

2. Se recogen las células por centrifugacion a 5.000 rpm y 4°C durante 10 min.
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3. Se elimina el sobrenadante y se resuspenden las células en 100 mL de

glicerol helado al 10% en agua Mili-Q.

4. Se recogen las células, de nuevo, por centrifugacion. Se desecha el

sobrenadante y se resuspenden de nuevo en 100 mL de glicerol al 10%.

S. Se recogen las células por centrifugacion y se resuspenden en 330 pL de
glicerol al 10%. Se utilizan inmediatamente o se reparten en alicuotas de 40

uL y se almacenan a 80°C.

3.8.1.2 Levaduras

Se siguioé el protocolo de Becker DM y Guarente L (1991) utilizandose como
cepas hospedadoras P. pastoris X-33 y S. cerevisiae BJ5465. La electroporacion en
P. pastoris es el método de transformacion idéneo cuando interesa obtener
transformantes con multiples copias del gen de interés. La frecuencia de insercion

de multicopias varia entre un 1%-10%.

1. Una colonia aislada de levadura se inocula en 5 mL de medio YPD y se

incuba a 30°C y 250 rpm durante toda la noche.

2. Se inoculan 500 mL de medio YPD, en un matraz Erlenmeyer de 2 L, con
0,1-0,5 mL del cultivo anterior e se incuba hasta que la DOgoonm €ste entre

1,3-1,5 (durante toda la noche).

3. Se recogen las células por centrifugacion a 1500 x g y 4°C, durante 5 min. Se
desecha el sobrenadante y se resuspenden las células en 500 mL de agua

helada estéril.

4. Se centrifugan como en el paso anterior y se desecha el sobrenadante. Las

células se resuspenden en 250 mL de agua helada estéril.

5. Se vuelve a centrifugar y a eliminar el sobrenadante. Se resuspenden las

células en 20 mL de sorbitol helado 1 M.

6. Se centrifugan de nuevo, se desecha el sobrenadante y se resuspenden las
células en 1 mL de sorbitol helado1l M. Se mantienen en hielo y seutilizan en

ese mismo momento.
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3.8.2 Electrotransformacion

3.8.2.1 E. coli

El protocolo de electroporacion que se ha utilizado fue el siguiente:

1. Se descongelan 40 pL de suspension de células competentes en hielo y se

mezclan con 1-5 uL de ADN.
2. Se transfiere la mezcla a una cubeta de electroporacion (0,2 cm) previamente
enfriada en hielo.

3. Se seca bien el exterior de la cubeta y se coloca en el soporte, previamente

enfriado a -20°C, del aparato de electroporacion.

4. Se ajustan las condiciones de electroporacion (10 puF, 2.500 V y 600 Q) en el
Micropulser™ (BioRad). La duracion del pulso debe ser de 4-5 milisegundos

para obtener una buena eficiencia de transformacion.
5. Se anade 1 mL de medio LB y se incuba a 37°C con agitacion (250 rpm).

6. Se siembran en placas de medio de seleccion apropiado.

3.8.2.2 Levaduras (P. pastoris y S. cerevisiae)

1. Se mezclan 80 uL de células electrocompetentes con 5-10 ug de ADN
linearizado (en 5-10 pL de agua estéril) y se transfiere la mezcla de células y

ADN a una cubeta de electroporacion de 0,2 cm previamente enfriada en

hielo.
2. Se incuba la cubeta con la mezcla 5 min en hielo.

3. Se ajustan las condiciones de electroporacion en el electroporador (10 uF,

2.500 Vy 600 Q).

4. Se anade inmediatamente 1 mL de sorbitol helado 1 M a la cubeta. Se
transfiere el contenido de la cubeta a un tubo estéril de 15 mL y se incuban

las células a 30°C sin agitacion, durante 1 h.

5. Transcurrido este tiempo, se anade 1 mL de YPD y se incuba a 30°C durante

1 hy 250 rpm de agitacion.
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6. Se siembran en placas de medio YPDS conteniendo 100ug/mL de zeocina, en

el caso de P. pastoris, o en placas de medio selectivo sin uracilo conteniendo

sorbitol 1 M para S. cerevisiae. Se incuba a 30°C durante 2 6 3 dias.

3.8.3 Transformacion de células competentes quimicas

3.8.3.1 E. coli

El protocolo de transformacion seguido esta detallado en el kit “One Shot®”

(Invitrogene). Estas células debido a su elevada eficiencia se utilizaron para la

transformacién con las reacciones obtenidas mediante la modificacion del sistema

de recombinacion Gateway® en vectores de P. pastoris.

Se descongela, en hielo, una alicuota de 50 uL de células competentes One

Shot®.

Se anade 1-5 uL de la reaccion de recombinacion y mezclar suavemente con

las células, sin pipetear.
Se incuba el vial en hielo durante 30 min.

Se incuba la mezcla 30 s en un bano de agua a 42°C. No mezclar ni agitar.

Se deposita el vial en hielo.

Se anaden 250 pL de medio S.O.C. (suministrado por el kit) e incubar a 37°C
y 225 rpm durante 1 h.

Se siembran alicuotas de 20-200 uL por placa de medio LB agar con el

antibiotico apropiado. Incubar a 37°C 14-20 h.

3.8.3.2 S. cerevisiae

Se utilizo “Yeast Transformation Kit” (Sigma Chemical, Munich, Alemania). Las

células de levadura se incuban en una solucion tamponada de cloruro de litio, y a

continuaciéon la transformacion se realiza mediante la incubacion de las células

competentes con el ADN transformante y el DNA carrier (ADN de testiculos de

salmon) en una solucién que contiene polietilen glicol (PEG).

Se inocula una colonia en 20 mL de medio YPD liquido en un matraz de 100
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mL.

2. Se incuba a 30°C y 200-250 rpm durante toda la noche. El cultivo debe

alcanzar la fase de crecimiento estacionario (D.O.a 600nm>2).

3. Se diluye el cultivo hasta 100 mL en un matraz de 500 mL, de manera que la
D.O.a 600nm final sea aproximadamente de 0,3. Se incuba a 30°C con
agitacion durante 3-6 h. La D.O.a 600 nm del cultivo deberia duplicarse al

menos una vez y no pasar de 1,5.

4. Se recogen las células por centrifugacion a 5000 rpm durante 5 min a
temperatura ambiente. Se elimina el sobrenadante y se resuspenden las

células en 50 mL de agua destilada estéril.

S. Se centrifugan de nuevo las células como en el paso anterior y se elimina el
sobrenadante. Se resuspenden las células en 1 mL de transformation buffer.
Las células pueden almacenarse una semana a 4°C o se puede anadir

glicerol al 15% y mantener las células a -70°C.

6. Se toman 10 pL de DNA carrier (ADN de testiculos de salmon) (10 mg/mL) y

0,1 ug de ADN, y se anaden a 100 pL de células competentes. Se mezcla con

vortex.

7. Se anaden 600 pL de Plate buffer y se mezcla con vortex. Se incuba a 30°C

con agitacion durante 30 min

8. Se anaden 71 uL de DMSO y se aplica un golpe de calor a 42°C durante 15

min en un bano o un bloque calefactor.
9. Se centrifugan las muestras durante 3 s y se elimina el sobrenadante.

10.Se resuspenden las células en 500 uL de agua estéril. Se siembran 100 uL en
placas de seleccion y se incuba a 30°C durante 2-3 dias hasta que aparezcan

las colonias.

3.9 Electroforesis de macromoléculas

3.9.1 Electroforesis de ADN

La separacion de moléculas de ADN se realizo utilizando agarosa (“Agarose D-1

Low EEO”, Pronadisa, Espana) con diferentes porcentajes dependiendo del tamano
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de los fragmentos de ADN a separar y utilizando TAE como tampén de

electroforesis.

Las muestras de ADN se mezclaron con 0,2 volumenes de tampon de carga
(“Blue/Orange 6X Loading Dye”, Roche). Una vez cargadas las muestras, la
electroforesis se desarrolldo aplicando una diferencia de potencial de 80-100 V
durante 1-2 h. Una vez finalizada, los geles se tineron sumergiéndolos en una
soluciéon de bromuro de etidio durante 15-20 min Los geles se observaron sobre un
transiluminador (UVT-20 M/W, Herolab, Watford Herts, U.K.) y se analizaron

mediante un sistema de imagen (GeneGenius™, Syngene Frederick, EE.UU.).

3.9.2 Electroforesis de proteinas

3.9.2.1 Condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

El método seguido para la realizacion de este tipo de electroforesis fue el
descrito por Laemmli (1970), utilizandose un sistema discontinuo basado en la
utilizacion de dos geles: uno concentrante y otro separador, con diferentes
caracteristicas de porosidad, pH y fuerza ionica. Todo ello favorece una mayor

resolucion de las bandas proteicas en el gel separador.

La preparacion de los geles y el desarrollo de la electroforesis se realizé con el
sistema Mini-Protean II (BioRad). Se utilizaron geles con un 10-12%, de
poliacrilamida ttiles para separar proteinas con un peso molecular comprendido

entre 30 y 100 kDa.

La solucion del gel separador contenia:

Agua Mili-Q 3,35 mL
Tris HC1 1,5 M pH 8,8 2,5 mL
Acrilamida/Bisacrilamida 30% (BioRad) 4,0 mL
SDS 10% 0,1 mL

La mezcla se desgasifica mediante vacio durante 10 min y se anaden 50 uL
persufato amonico (10% p/v) y 5 uL de TEMED. Se agita suavemente y se introduce
la mezcla con una pipeta entre los cristales de la cubeta. Una vez cargado el gel se

cubre con 2-butanol para evitar el contacto con el aire y formar un frente recto. Se
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deja polimerizar durante 45-60 min, a temperatura ambiente.

La solucion del gel concentrante contenia:

Agua Mili-Q 3,35 mL
Tris HC1 1,5 M pH 8,8 2,5 mL
Acrilamida/Bisacrilamida 30% (BioRad) 4,0 mL
SDS 10% 0,1 mL

La mezcla se desgasifica mediante vacio durante 10 min y se anaden 50 uL
persufato amoénico (10% p/v) y 10 uL de TEMED. Se agita suavemente, se carga una
vez retirado el butanol, y se coloca el peine para formar los pocillos. Dejar

polimerizar durante 15 min, a temperatura ambiente.

1. Las muestras se diluyen con 2 volimenes de tampon de carga SDS-PAGE y

se hierven durante 5 min

2. Se monta la camara de electroforesis, llenando las cubetas superior e inferior
con tampon de electrodos. Se cargan las muestras y se realiza la

electroforesis a 100-150 V durante 50-60 min

3. Finalizada la electroforesis, se desmonta el gel, se tifie con solucion Coomasie

durante 30 min y se destifie con solucion de desteniido durante 2-3 h.

El tamano de las bandas se asign6é por comparacion con marcadores de peso

molecular comerciales (BioRad).

3.9.2.2 Condiciones nativas (PAGE)

En este tipo de electroforesis se persigue que las proteinas mantengan su
estructura terciaria (o cuaternaria) activa, por lo que se introducen una serie de
modificaciones en el protocolo anteriormente descrito. En primer lugar, la
electroforesis se desarrolla en ausencia de SDS en los geles, en tampén de carga y
en el de electrodos. No se anade B-mercaptoetanol al tampén de carga y las

muestras no se hierven antes de ser cargadas en el gel.
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3.10 Métodos de Proteinas

3.10.1 Determinacion de la concentracion

La concentracion de proteinas presentes en una solucion o medio de cultivo se
determiné segun el método de Bradford MM, (1976). El procedimiento se basa en la
formacion de un complejo entre el colorante, Brilliant Blue G, y las proteinas
presentes en la solucion. El complejo formado entre el colorante y las proteinas
provoca un cambio en el maximo de absorcion del colorante de 465 a 595 nm. El
valor de la absorbancia es proporcional a la cantidad de proteina existente (dentro

de un rango lineal).

Se construye una curva patréon utilizando BSA (albumina sérica bovina, Sigma)
se prepara una solucion 1-2 mg/mL en agua Elix. A partir de la misma, preparar

diluciones conteniendo 0, 25, 50, 75, 100, 150, 200 y 250 pg/mL.

La reaccion se lleva a cabo mezclando 20 puL- 100 pL de muestra (o patréon) con
200 puL-1000 pL de reactivo de Bradford (Sigma). Las muestras se incuban al menos 5
min, a temperatura ambiente y se mide la absorbancia a 595 nm. La medida de las

muestras es estable durante 45 min.

3.10.2 Ultrafiltracion

La proteina total obtenida tras la induccion se concentré por ultrafiltracion para
llevar a cabo las reacciones de hidrélisis de lipidos. Para ello, la solucién de
proteina(sobrenadante del medio de induccion o proteina purificada por
intercambio anionico) se filtré a través de una membrana de 30 kDa de tamano de
poro (YM-30, Millipore) previamente lavada con agua Elix 30 min. El sistema
utilizado fue una unidad de ultrafiltracion con agitacion (Millipore 8200) utilizando

nitrégeno a una presion de 0,5 bar.

3.10.3 Digestion de restos glucidicos con Endoglicosidasa H

La enzima Endoglicosidasa H hidroliza preferentemente N-glicanos de alto
contenido en manosa. La tasa de desglicosilacion puede ser incrementada por la

desnaturalizacion de las proteinas. Ademas esta desnaturalizacion extiende la
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hidrélisis también a las cadenas laterales ricas en manosa que no son hidrolizadas

en condiciones nativas.

La reaccion se lleva a cabo tomando 94 uL de la solucion de proteina en tampon
citrato sédico 50 mM pH 5,5. A continuacion, se anaden 5 puL de SDS 10% y 1 uL de
B-mercaptoetanol y se hierven las muestras durante 10 min Por ultimo, se afnaden

12,5 mU de endoglicosidasa H y se incuba la reaccién 12 h a 37°C.

3.10.4 Determinacion de la actividad lipasa

3.10.4.1 Colorimetria

La medida de actividad lipasa de forma colorimétrica se realizé con ayuda del kit
“LIP test color” (Roche). Como sustrato se utiliza la 1,2-dilauril-rac-glicero-3-ac.
glutarico-(6-metilresorufina)-ester que contiene un enlace éster en posicion sn-3 y
dos enlaces éter en las otras dos posiciones de la molécula. Cuando este sustrato se
somete a la accion de la lipasa, ésta actiia sobre el Unico enlace éster de la
molécula liberando acido glutarico-(6-metilresorufina). Este compuesto, en una
solucion alcalina, se descompone en acido glutarico y metilresorufina. La liberacion

de esta ultima produce una coloracion rojo-violeta que puede medirse a 595 nm.

Para poder relacionar los valores de absorbancia con las unidades de actividad
fue necesario determinar el valor del coeficiente de extincion molar de la
metilresorufina. Sin embargo, debido a que no existe metilresorufina comercial, se
utilizé resorufina que presenta un maximo de absorcion a una longitud de onda
ligeramente diferente que la que presenta la metilresorufina (570 nm en lugar de

595nm).

El calculo del coeficiente de extincion molar se realizé a partir de una recta
patron construida con disoluciones sucesivas de una solucion concentrada
conteniendo resorufina 0,27 mM disuelta en Tris HCIl 41 mM pH 8,1, tampon Tris

HCl 41 mM pH 8 y tampon tartrato 1,6 mM pH 4 (Figura 9).
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D.O. (595nm)
S e 2
N [e)) 0] —_

(=]
N

o

uM Resorufina

Figura 9. Recta patron de la resorufina.

El coeficiente de extincion molar se calculé6 mediante la Ley de Lambert-Beer a

partir de la expresion:

A=excxd
donde:
A= absorbancia
e= coeficiente de extincion molar
c= concentracion en mol/L
d=1cm
Por lo tanto, el valor de € se corresponde con la pendiente de la recta obtenida al

representar diferentes concentraciones de resorufina frente a sus correspondientes

medidas de absorbancia.

La reaccion enzimatica se realizo en placas microtiter mezclando 80 pL del
reactivo R1, 48 uL del reactivo R2, conteniendo el sustrato, y 20 uL de muestra del

medio de fermentacion. A continuacion, medir la absorbancia a 595 nm.

La Unidad de Actividad Enzimatica se definié la cantidad de enzima que es
capaz de hidrolizar 1 nmol de metilresorufina equivalente a los nmol de resorufina

liberados en un minuto de reacciéon a 37°C.

3.10.4.2 Valoracion acido-base

La forma mas convencional para realizar la medida de actividad lipasa es

mediante titulacion utilizando un titrino (pH-Stat, Metrohn, Suiza). En este método
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se cuantifican los equvalentes del acido graso liberados por accion de la lipasa en
un intervalo de tiempo, a través de los equivalentes de base (NaOH) necesarios para

su neutralizacion.

La mezcla sustrato se preparé en un volumen final de 20 mL, y contenia:

Goma arabiga 1 g
Tampoén Tris HC1 1mM pH7, NaCl 0,1 M 20 mL
Triglicérido 20 mM

Esta mezcla se homogenizé con agitacion durante 10 min y, a continuacion, en
la mezcla sustrato se introdujeron la sonda de temperatura asi como la bureta de
adicion de NaOH. La reaccion de hidrolisis se llevo a cabo a una temperatura de
37°C y 300 rpm. El pH inicial fue 7 y se mantuvo durante la hidrélisis mediante la

adicion de NaOH 0,01 N. El tiempo de reaccion fue 30 min.

La unidad de actividad se definié6 como la cantidad de enzima que libera 10
miliequivalentes de acido por minuto La actividad especifica se obtuvo tras dividir

las unidades obtenidas por los mg de proteina total en la reaccion.

3.11 Sintesis de tri-EPA

3.11.1 Obtencion del acido graso libre

Para llevar a cabo la sintesis del triglicérido triEPA fue necesario, en primer
lugar, obtener el acido graso libre. Ello se realizé a partir del metil éster comercial
con una pureza del 95% (EPA Methyl Ester, Larodan, Malrn6, Suecia). La reaccion
consistio en una hidrélisis alcalina en presencia de hidroxido sédico, EDTA y

etanol.

En un matraz de fondo redondo de 250 mL se anadieron 4,8 g de NaOH y 67 g
de EDTA. Se adicionaron 46 mL de agua y se agito hasta lograr su completa
disolucion. A continuacion, se anadieron 46 mL de etanol y se dejé agitando
durante 1 h cerrandose el matraz con un tapén con septum. La solucién se
desgasifico con argdn, a través de una canula, para desplazar el oxigeno presente

en la mezcla.

En un matraz de tres bocas se acoplo un refrigerante de reflujo por una de las
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bocas mientras las otras dos se cerraron, una con un tapén con septum y la otra
con un tapon de vidrio y una anilla. Se anadieron 20 g de metil-EPA. A
continuacion se pas6 argon por todo el sistema purgando a través del septum del

refrigerante, dejando todo el sistema en atmoésfera de este gas.

A través de una canula conectada a una de las bocas y por diferencia de
presion, se paso la solucion conteniendo NaOH, EDTA, agua y etanol. La reaccion

se dejo en un bano de aceite a 70°C durante 1 h, con agitacion maxima.

Transcurrido el tiempo de reaccion, se tom6é una muestra de 50 uL de la
reaccion a la que se anadio tres gotas de HCIl 1,2 N para neutralizar, mediante la
adicion de protones, el acido graso libre, y se mezclaron con vortex. Se anadieron
200 pL de hexano y se agitd de nuevo. Por ultimo, se tomé una muestra de la fase
superior y se analizo, junto con el metil-EPA, por cromatografia en capa fina. El

desarrollo de la placa se lleva a cabo con la mezcla Hexano:Acetato de etilo (9:1).

Una vez confirmado que la reaccion de hidrolisis habia transcurrido con éxito,
se detuvo enfriando el matraz hasta alcanzar 4°C aproximadamente. Con el fin de
neutralizar el acido graso liberado, se anadio HCl 1,2 N hasta que el pH se situé

entre 3y 4.

La mezcla neutralizada se vertiéo en un embudo de decantacion y se eliminé la
fase inferior (acuosa). A la fase remanente (organica) se le anadié un poco de
Na,SO4; anhidro sélido para eliminar el agua, se agité y se filtr6 a través de una

placa filtrante para eliminar la sal.

En un matraz, previamente tarado, se recogié el filtrado y con ayuda de un
rotavapor se eliminé el hexano. Finalmente, se dejo la mezcla con vacio para

eliminar cualquier traza de disolvente.

3.11.2 Reaccion de sintesis

La reaccion se llevo a cabo haciendo reaccionar el EPA con glicerol (relacion 3:1)
utilizando Hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDCI) y 4-
Dimetilaminopiridina (DMAP) como catalizadores (Haraldsson A y col.,, 2000). En
un matraz de 500 mL se pesaron 1,8 g de glicerol, 17,38 g de EDCI y 3,6 g de

DMAP. A continuacion se anadio el EPA obtenido en la hidrolisis anterior, y un poco
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de tamiz seco para que absorbiera las trazas de agua que pudieran existir. El
matraz se cerr6 con un tapon con septum y se sometié a vacio (1 torr) durante
varias horas. A través de una canula y por diferencia de presion, se anadio el
disolvente, 250 mL de Diclorometano (DCM). La reaccion llevo a cabo a temperatura
ambiente y con agitacion, en atmosfera de argon, durante 24 h. Transcurrido este
tiempo se tomo6 una muestra de la reaccion y se analizo en placas de cromatografia

en capa fina (TLC) utilizando como fase movil hexano:acetato de etilo (7:1).

3.11.3 Extraccion

Una vez que se retiro el argéon y el tapon de septum al matraz, la reaccion se
filtr6 para eliminar los tamices. Se recogi6 bien toda la reacciéon utilizando para ello
DCM, y se deposité en un embudo de decantacion de 1 L. Con la finalidad de
eliminar el EDCI y la DMAP, la reaccion se lavo primero con HCl 1,2 N, a

continuacion, con NaHCO3; saturado y finalmente con salmuera (NaCl a saturacion).

En cada paso de lavado se eliminoé la fase superior (acuosa). A la fase organica
resultante se le anadio Na,SO4 anhidro (s6lido) para eliminar el agua, se agité y se
filtro para eliminar la sal, lavando el embudo con DCM, el cual fue eliminado con
ayuda de un rotavapor y con vacio durante 15 minutos. La fase cruda asi obtenida

se almaceno a -20°C en atmosfera de argon.

3.11.4 Purificacion

La purificacion del triEPA a partir del crudo se realiz6 empleando una columna
de silica gel 60A (Sigma) disuelto en hexano. El volumen de columna fue de,
aproximadamente, 1 L. Tanto en la parte superior como inferior de la columna se
anadio una capa de 1 cm de espesor de arena de mar con el fin de obtener un frente

uniforme.

El crudo se anadi6 sobre la columna con ayuda de hexano y un poco de acetato
de etilo. Como fase movil se utilizé hexano:acetato de etilo (12:1) recogiéndose 16

fracciones de 100 mL.

En una placa TLC se analizaron pequenas muestras de las fracciones recogidas,

seleccionandose aquellas donde aparecio el triEPA. Las fracciones
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seleccionadas se mezclaron y se evapord el disolvente con un rotavapor. Para
eliminar cualquier traza de disolvente se sometié la muestra a vacio durante 15

min. El triEPA obtenido se almacené a -20°C en atmoésfera de argon.

3.12 Determinacion de la especificidad de sustrato por HPLC-

MS

El analisis por HPLC-MS (High Performance Liquid Chromatography Mass,
Cromatografia Liquida de alta resolucion con detector de masas) permite
determinar, de forma cuantitativa, la concentracion del acido graso libre (EPA u
oleico) y triglicérido (triEPA o trioleina) en las muestras y, de forma cualitativa, la
presencia de monoglicéridos y diglicéridos. Ello es posible empleando distintos
modos de ionizacion (Robert C y col., 2001). Asi, se utilizan las condiciones ESI
(Electrospray Ionization, ionizacion por electrospray) para los monoglicéridos y
acidos grasos, y las condiciones APCI (Atmospheric Pressure Chemical Ionization,

Ionizacion Quimica a Presion Atmosférica) para los diglicéridos y triglicéridos.

El equipo utilizado fue un HPLC 2695 Waters (Massachussets, EE.UU), provisto
de un detector de ultravioleta (PDA) y un detector de masas tipo cuadrupolo (ZQ). El
analisis se realizé bajo las condiciones cromatograficas y de deteccion que se

muestran, respectivamente, en las Tablas 14 y 15.

El patron de EPA utilizado se obtuvo mediante hidrolisis de metilEPA comercial
y el patron de triEPA fue sintetizado en el laboratorio con una pureza > 99% (ver
apartado 3.11). Los patrones de acido oleico y de trioleina (pureza >99%) fueron

comerciales (Sigma).

La cuantificacion de las muestras se realizo mediante interpolacion de los
resultados obtenidos frente a rectas patron obtenidas a partir de soluciones madre
con una concentracion de 10 mg/mL preparadas en acetato de etilo. Las
disoluciones se conservaron a —20°C para evitar la evaporacion del disolvente. A
partir de estas soluciones madre se prepararon diluciones con diferentes
concentraciones (100, 50 y 10 mg/L) para obtener la curva de -calibrado

correspondiente para cada compuesto (Figura 10 A-D).
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Tabla 14. Condiciones de la separacién cromatografica de triglicéridos (trioleina y triEPA) y acidos
grasos (oleico y EPA) en HPLC-MS.

Fase Trigl.: Waters Spherisorb ODS-2, 4,6 x 250 mm 5 pm

estacionaria . .
Ac. Grasos: Waters Atlantis dC 18, 3,0 x 150 mm 3um

Fase moévil Fase A: MeOH

(isocraticas) Fase B: Acetona
Fase C: Acido Formico 0,1%
Fase D: Acetato Aménico 1 mM

Flujo 0,8 mL/min para APCly 0,25 mL/min para ESI
Modo de analisis (isocratico 0-10 min)

TriEPA y trioleina: 58% A, 40% B, 2% C
EPA y oleico: 90% A, 10% D

Vinyeccion (LL): 10

Profundidad de la Aguja: 3 mm

Tearrusel muestra (°C): 25,0 £ 5,0

Teolumna (°C): 40,0 + 5,0

Inyeccion

Tabla 15. Condiciones de deteccién de triglicéridos (trioleina y triEPA) y de acidos grasos (oleico y EPA)
en HPLC-MS.

Modo APCI + (triEPA, trioleina) Modo ESI (EPA, oleico)
Corona: 2,70 uA Capilar: 2,5 kV
Cono: 25V Cono: 37V
Extractor: 3 V Extractor: 3 V
RF Lens: 0,5 RF Lens: 0,5V
Truente: 120°C Truente: 120°C
Teono: 20°C Teono: 20°C
TDesolvataci()n: 400°C TDesolvataci()n: 2500C
Gas Cono:71 L/h Gas Cono: 58 L/h
Gas Desolvatacion: 360 L/h Gas Desolvatacion: 298 L/h
Resolucién: 15/15 Resolucién: 15,0/ 15,0
EM: 600 V EM: 650 V
Funcién SIR: APCI + Funcién SIR: ESI —
Centroide Centroide
0,3 s scan time 0,3 s scan time
0,1 s interscan time 0,1 s interscan
945 (span 2) masa, triEPA 301,2 (span 2), masa EPA
885,9 (span 3) masa, trioleina 281,5 (span 2) masa Oleico
0,5 Dwell time 0,5 Dwell time
tr (triEPA) = 18,0 min tr (EPA) = 10,48 min
tr (trioleina) = 25,0 min tr (Oleico) = 14,29 min
Modo de medida: area Modo de medida: area
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Figura 10. Rectas de calibrado. A: triEPA; B: trioleina; C: EPA; D: oleico.
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La preparacion de las muestras se realizd en tubos “Culture tube 16 x 100 sul

scre”, Pyrex®. La composicion de las mezclas de hidrélisis fue la siguiente:

Sustrato (triEPA/trioleina/ EUPOLY-EPA) 17 mg

Colato sodico 2,3 mM 243 uL
CaCl; 1,5M 0,1 mL
Tris HC10,1 M pH 8 hasta 1,5 mL

La muestra se agité en vortex unos segundos y, a continuaciéon, se anadio la
enzima resuspendida en tampén Tris HCl O0,1M pH 8. Se volvidé a agitar unos
segundos y se repartio en alicuotas de 0,4 mL que se incubaron en un bafo a 40°C,

con agitacion fuerte. La reaccion se paré anadiendo 0,13 mL de HC1 6 N.

Los productos de la reaccion se extrajeron a los tiempos O, 30 y 60 min
anadiendo 3 mL de mezcla hexano:clorofomo (9:1), se agité en vortex 90 segundos y
se centrifugd a 4.000 rpm durante S min. La fase superior (organica) se retiré a un

tubo limpio. La extraccion se realizdo una segunda vez en las mismas condiciones.

A partir de la fase organica extraida (aproximadamente 6 mL) se prepardé una
diluciéon 1/10 en acetato de etilo a un volumen final de 1,5 mL. Se mezclé bien, se
dejo reposar en oscuridad durante una hora y, finalmente, se inyectaron en el

HPLC-MS.
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4.1 Aislamiento de la cepa Galactomyces geotrichum BT107

A partir de una muestra de alpeorujo se prepararon varias diluciones en agua
Elix estéril. Cien pL de estas diluciones se sembraron en placas de PDA y se
incubaron a 28°C durante cinco dias. En estas condiciones se observo el
crecimiento de varias especies fungicas que se aislaron mediante cultivos sucesivos

en placas de PDA.

Con la finalidad de identificar aquellos microorganismos que producian lipasas
entre los aislados en alpeorujo, se realiz6 una seleccion en placas conteniendo agar
al 2% y, como unica fuente de carbono, aceite de oliva o aceite ROPUFA® (DSM,
Heerlen, Holanda) con un 30% de PUFAs, en presencia de rodamina B. Este ultimo
es un compuesto fluorescente que en presencia de acidos grasos incrementa su

fluorescencia al exponerlo a la luz u.v.

Sobre estas placas de seleccion se colocaron tacos de agar con los hongos
aislados del alpeorujo y como control positivo se utilizo Aspergillus oryzae. Tras 48
horas de incubacion a 28°C aparecieron en las placas halos fluorescentes alrededor

de tres tacos indicando la posible presencia de actividad lipasa.

Uno de los microorganismos que producia estos halos fue identificado como
Galactomyces geotrichum y a la cepa aislada se le llamo G. geotrichum BT107. A
partir de cultivos crecidos en PDA se prepararon suspensiones de esporas en

glicerol al 30% y se almacenaron a -80°C.

4.2 Produccion de lipasas en la cepa G. geotrichum BT107

Con la finalidad de confirmar la producciéon de lipasas por parte de G
geotrichum BT107, se intent6 forzar la induccion de la expresion de los genes
implicados en medio YP con sales suplementado con un 1% de aceite de oliva o un

1% de aceite ROPUFA®.

En todas las muestras analizadas (0-144 h) se observo la existencia de actividad
lipasa, aunque se apreciaban notables diferencias segun el tipo de aceite utilizado

como fuente de carbono (Figura 11). Asi, al utilizar ROPUFA® soélo se detecto
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actividad lipasa después de 48 h de fermentacion y ésta resultdo ser,
aproximadamente, 5 veces inferior a la obtenida en presencia de acido oleico. Sin
embargo, todas las muestras de los cultivos conteniendo aceite de oliva mostraron
actividad y ésta se incrementod, especialmente, a partir de las 120 h, lo que podria
confirmar la induccion, por parte de este sustrato, de la expresion de los genes

responsables de dicha actividad.

120 -
100 +
80 -

60 ~

N .
0 4

48h 72 h 96 h 120 h 144 h

Unidades

Figura 11. Actividad lipasa en cultivos de G. geotrichum BT107 utilizando como unica fuente de

carbono aceite de oliva al 1% (v/v).

4.3 Clonacion y secuenciacion del gen lipl de G. geotrichum

BT107

Una vez confirmada la presencia de actividad lipasa en G. geotrichum BT107 y a
la vista de los datos conocidos sobre las lipasas de esta especie, se planted la
clonacioén del gen lipl, su secuenciacion y la caracterizacion de la proteina GGLIP 1,
ya que esta lipasa muestra una elevada especificidad frente a acidos grasos

monoinsaturados y baja actividad sobre PUFAs.

Dado que el gen lipl carece de intrones, éste se amplifico por PCR utilizando
como molde ADN genomico del hongo. El diseno de oligonucle6tidos especificos
(GCLip-F3 y GCLip1-R1) se realiz6 a partir de dos secuencias (E02678 y X78032)

depositadas en GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) de forma que no se
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amplificase la secuencia correspondiente al péptido senal propio de la proteina.

La amplificacion se realiz6 con una ADN-polimerasa “proof-reading”, (Pfu Turbo
polimerase, Stratagene) con el objetivo de minimizar la posible generaciéon de

mutaciones durante la amplificacion.

El producto resultante, una banda de ADN de 1.635 pb, se purifico y ligd con el
vector pUC19 digerido con Smal. A partir de ligacion se transformaron células
electrocompetentes de E.coli TOP 10 F’ que se seleccionaron sobre placas de LB

conteniendo ampicilina, X-gal e IPTG.

Las colonias blancas resultantes se utilizaron para inocular tubos Eppendorf
conteniendo 1 mL de medio TB con ampicilina para realizar minipreparaciones de
ADN plasmidico. Una vez obtenido, se realizaron digestiones con Xhol y Xbal para
determinar la orientacion el inserto. El plasmido que contenia el gen lipl de G.

geotrichum BT107 en la orientacion correcta se denomin6 pBT69 (Figura 12).

Xbal

Figura 12. Plasmido pBT69.

Para confirmar la naturaleza del fragmento clonado se procedié a su
secuenciacion (Figura 13). El gen lipl de G. geotrichum BT107 contiene 1.634 pb y
presenta una elevada homologia con las secuencias existentes, oscilando entre un
80% con la secuencia de GenBank X78032 correspondiente a la cepa G. geotrichum

CBS 772.71 (Phillips A y col., 1995) y un 98,7% con la secuencia U02622 de la
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cepa G. geotrichum ATCC 34614 (Bertolini MC y col, 1994).

La secuencia de la proteina GGLIP 1 codificada por el gen lipl, tiene 544
aminoacidos y presenté una elevada homologia (entre un 84-99%) con las otras

secuencias depositadas en las bases de datos (Figura 14).

La triada catalitica se localiza en las posiciones Histidina (His) 143, Glutamico
(Glu) 354 y Serina (Ser) 217. Este ultimo aminoacido se localiza en una zona
totalmente conservada que responde a la secuencia Gly-X-Ser-X-Gly, donde X
puede ser cualquier aminoacido, formando una estructura caracteristica B-giro-a
llamada “codo nucleofilico” (Figura 14). El polipéptido presenta dos sitios de N-
glicosilacion, localizados en las posiciones 283 y 364, y que responden a la
secuencia Asn-X-Thr (siendo X cualquier aminoacido). También se distiguen dos
puentes disulfuro localizados, uno en la tapadera peptidica (Cys61-Cys105) y otro
en las posiciones Cys276-Cys288. No se encontré ningun cambio en estas

posiciones criticas al comparar las secuencias aminoacidicas.

La region de la proteina correspondiente a la tapadera peptidica comprende
desde los aminoacidos Met62 hasta Aspl04 (Figura 14). En esta zona de la
proteina se observaron diferencias entre la lipasa GGLIP 1 y la mayoria de las
secuencias analizadas. Asi, no se observo ningan cambio con la secuencia S41091
y una sébla variacion (Leu83Ile) con las secuencias P17573 y S41090. Con respecto
a la proteina CAA57316, se encontraron diferencias en tres residuos (Asn81, Thr98
y Serl02). La mayor divergencia se observé en el caso de la proteina 1 THG
encontrandose hasta 13 cambios (Ala69Ser, Ile70Leu, Ser71Thr, Val76Ala,
Val77Leu, Gly80Ala, Ile82Val, Leu83lle, Asp85Glu, Asn86Glu, Leu87Phe,
Gln96Lys, Ser98Thr) en esa zona, a pesar de que la homologia global de GGLIP 1 y
1 THG es de un 84%.
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CAA ACC CCC ACG GCC GTT CTT AAT GGC AAC GAA GTC ATC TCT GGT GTC CTT GAG GGC AAG GTT GAT ACC TTC AAG GGA ATC CCA TTT GCT GAC CCT CCT GTT GGT GAC

TTG CGG TTC AAG CAC CCC CAG CCT TTC ACT GGA TCC TAC CAG GGT CTT AAG GCC AAC GAC TTC AGC TCT GCT TGT|ATG CAG CTT GAT CCT GGC AAT GCC ATT TCT TTG

CTT GAC AAA GTC GTG GGC TTG GGA AAG ATT CTT CCT GAT AAC CTT AGA GGC CCT CTT TAT GAC ATG GCC CAG GGT AGT GTC TCC ATG AAT GAG GAC|TGT CTC TAC CTT

AAC GTT TTC CGC CCC GCT GGC ACC AAG CCT GAT GCT AAG CTC CCC GTC ATG GTT TGG ATT TAC GGT GGT GCC TTT GTG TTT GGT TCT TCT GCT TCT TAC CCT GGT AAC

GGC TAC GTC AAG GAG AGT GTG GAA ATG GGC CAG CCT GTT GTG TTT GTIT TCC ATC AAC TAC CGT ACC GGC CCC TAT GGA TTC CTA GGT GGT GAT GCC ATC ACC GCT GAG

GGC AAC ACC AAC GCT GGT CTG CAC GAT CAG CGC AAG GGT CTC GAG TGG GTT AGC GAC AAC ATT GCC AAC TTT GGT GGT GAT CCC GAC AAG GTC ATG ATT TTC GGT GAG

TCC|GCT GGT GCC ATG AGT GTT GCT CAC CAG CTT GTT GCC TAC GGT GGT GAC AAC ACA TAC AAC GGA AAG CAG CTT TTC CAC TCT GCC ATT CTT CAG TCT GGC GGT CCT

CTT CCT TAC TTT GAC TCT ACT TCT GTT GGT CCC GAG AGT GCC TAC AGC AGA TTT GCT CAG TAT GCC GGA TGT GAC GCC AGC GCC GGT GAC AAT GAA ACT CTG GCT TGT

CTC CGC AGC AAG TCC AGC GAT GTC TTG CAC AGC GCC CAG AAC TCG TAC GAT CTC AAG GAC CTG TTT GGC CTG CTC CCT CAA TTC CTT GGA TTT GGT CCC AGA CCC GAC

GGC AAC ATT ATT CCC GAT GCC GCT TAT GAG CTC TAC CGC AGT GGT AGA TAC GCC AAA GTT CCC TAC ATT ACT GGT AAC CAG GAG GAT|GAG |GTA CTA TTC TTG CCC CCG

TGG CTA TTA ATG CTA CCA CTA CTC CCC ATG TTA AGA AGT GGT TGA TGT CGC TCT ACC CCG GCT CTT GGT CGG AGG GTG CGC CAT TCC GCA CTG GTA TTC TTA ATG CTC

TGA CCC CTC AGT TCA AGC GCA TTG CTG CCA TIT TCA CTG ATT TGC TGT TCC AGT CTC CTC GTC GTG TTA TGC TTA ACG CTA CCA AGG ACG TCA ACC GCT GGA CTT ACC

TTG CCA CCC AGC TCC ATA ACC TCG TTC CAT TTT TGG GTA CTT TCC] ATG |GTA GTG ATC TTC TTT TCC AGT ACT ACG TGG ACC TTG GCC CAT CTT CTG CTT ACC GCC GCT

ACT TTA TCT CGT TTG CCA ACC ACC ACG ACC CCA ACG TTG GCA CCA ACC TGA AAC AGT GGG ATA TGT ACA CTG ATG CAG GCA AGG AGA TGC TTC AGA TTC ATA TGA TTG

GTA ACT CTA TGA GAA CTG ACG ACT TTA GAA TCG AGG GAA TCT CGA ACT TTG AGT CTG ACG TTA CTC TCT TCG GTT AA

Figura 13. Secuencia de nucleé6tidos y aminoacidos del gen lipl de G. geotrichum BT107. En cajas de color morado aparece destacada la secuencia correspondiente a

la tapadera peptidica y en las de color rojo, los nucleétidos/aminoacidos del centro activo.
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GGLIP 1 iIPTAVLNGNEVISGVLEGKVDTFKGIPFADPPVGDLRFKHPQPFTGSYQGLKANDTSC """"""""""""""""""""" CLYLNVERPAGTKPDA

1THG APTAVLNGNEVISGVLEGKVDTFKGIPFADPPESDLRFKHPQPEFTGSYQCLKANDE e L B CLYLNVFRPAGTKPDA

541090  OQAPTAVLNGNEVISGVLEGKVDTFKGIPFADPPVGDLREFKHPOPFTGSYQGLKANL ACHULEPGH VNG LGR LIP DN RED L DA S CLYLNVFRPAGTKPDA
541091  QAPTAVLNGNEVISGVLEGKVDTFKGIPFADPPVGDLRFKHPOPFTGSYQGLKANDESSACH R BEGIA TS i Gl il LDl e CLYLNVFRPAGTKPDA
CAA57316 QAPTAVLNGNEVISGVLEGKVDTFKGIPFADPPVGDLREKHPOPFTGSYQGLKAND e o A E CLYLNVERPAGTKPGH
P17573  QAPTAVLNGNEVISGVLEGKVDTFKGIPFADPPVGDLRFKHPOPFTGSYQGLKANDFSSACHE 0 .2 o ... ... ... CLYLNVERPAGTKPDA

KLPVMVWIYGGAFVEGSSASYPGNGY VKESVEMGOPVVEVSINYRTGPYGEF LGGDATITAEGNTNAGLHDORKGLEWVSDNIANEFGGDPDRKVMIFGELAGAMSVAHOLVAYGGDNTYNGKQLEFHSATILOS
KLPVMVWIYGGAFEY GSSAIYPGNIYVKES NGQPV&“"“INVRTGPICFLJJDWITA“GNTNAULH“QRKGLEWV DNIANFGGDPDKVMIFGE AUAHOVAHQLIAV GDJTYNG(ILFIQAILQJ
KLPVMVWIYGGAFVEFGSSASYPGNGYVRESHEMGOPVVEVSINYRTIGPYGFLGGDATITAEGNTNAGLHDORKGLEWVEDN IANFGGDPDRVMIFGEE AGAMSVAHOLVAYGGDNTYNGKOLFHSATILOS
KILPVMVWIYGGAFVFGSSASYPGNGYVKESVEMGOEVVEVS INVRTbPY(FLJGDEITA”GITNAGLH““RKGLEWV NIANFGGDPDRVMIFGERAGAMSVAHQOLVAYGGDNTYNGKQLFHSATLOS
KLPVMVWIYGGAFVEGSSASYPGNGYVKESVEMGOPVVEVEINYRTGPYCGFLGGD nITAAGNTNIGLH““RKSLEWVSD\IANFuGDP“KVMIF7E A AMMZAHQLIAYGUDNTXNGKQLP&SAILQS
KLEVMVWINGOREVEGS S ASYPONGYVERESVEMGOPVVEVES INYRICEYGETLGOGDAT TARCNINAGI HDORRKGLEWVEDN T ANFCGDEPDEVM I FL FAGAMSYVAHO T VAYCGGDNTYNGROLFHSAT1 O

G

GGPLPYFDSTSVGPESAYSRFAQYAGCDESABDNETIACIRSKSSDVLHSAONSYDIKDLFGLLPOFLGFGPRPDENT IPDAAYELYRSGRYAKVEY ITGNOEDRGT I LAPVATRATT TPHVRKWLKY T
ceeLrYfipsBsverillivErRrAOYAGCDTSASENE TLECLRSKSSHVLHEAONSYDLKDLF GLLPQFLGFGPRPDGNI IPDAAYELHRSGRYAKVP Y IBGNQEDEGTEEAP VABNATT TPHVKKWLEY T
GGPLPYFDSTSVGPESAYSRFAQVAGCDHESARDNETLACLRSKSSDVLHSAQNSYDLKDLFGLLPQFLCFGPRPDGNI IPDAAYELYRSCGRYAKVEY I THNOEDIIGT ILAPVATNATT TPHVKKWLKY I

GOPLEYPDSTSVOPREAYSREADY AL CDTSASDN TLACLRSKSSDVLHSAONSYDLKDLEFGLLPQFLGFEGPRPDGNIIPDAAYELYRSGRYAKVEPYITGNOEDEGTILAPVAINATTTPHVKKWLKY I
GGELEYED VGERESAYSREAQYAGEDTS T1ACUI REKSSDVLHSAONSYDIKDLEGI LRPOD LGFGPRPDGNIIPDAAYILYRSGRYAKVPYITGNQED CI1IADVATMATT TPHVERWIKY 1

GGPLPYFDSTSVGPESAYS T{FAQ-*,GCDlaA DNETL CLRSKSSDVLHSAQNSYDLKDLFGLLPQFLGFGPRPDGNIIPDAAYELYRSGRYAKVPY I TGNOEDRGT ILAPVAINATT TPHVKKWLKY I
CSEASDASLDRVLSLYPGSWSEGAPFRTGILNALTPOFKRIAATF TDLLFQSPRRVMLNATKDVNRWT Y LATOLENLVPF LGTFfiGSDLLEQYYVDLGPSSAYRRYF 1 SFANHHDPNVGTNLKOWDMY T
-AslAslr rvLsLYP@@lisHicliprrrcriNALTPORKREAA THEIDH L FOSPRRVMLEATKDVNRWT YL THLENLY € i iae yBRYFTSFANHHDPNVGTNLEOWDf Y T
CSEASDASLDRVLSLYPGSWSEGAPFRTGILNALTPQFKRIAAIFTDLLEQSPRRVMLNATKDVNRWIYLATQLENLVPFLGTFIGSDLLEQYY SSAYRRYFISFANHHDENVGTNLKQWDMYT
CSPASDASLDRVLSLYPGSWSEGEPFRIGILNALTPQFKRIAATFTDLLE QSPRRVMLNATKDVNRWT YLATQLENLY GSDLLFQYYVDLGPSSAYRRYFISFANHHDPNVGINLEQWDMY T
CcSPASHEASLDRVLSLYPGSWSEGAPFRTGI LNALTPQFKRIAATF TDLLFQSPRRVMLNATKDVNRWT YLATQLHNLY GSDLLEQYYVDLGPSSAYRRYFISFANHHDPNVGINLEOWDMY T
CSEASDASLDRVLSLYPGSWSEGAPFRTGILNALTPQFKRIAATFTDLLEQSPRRVMLNATKDVNRWT YLATQLENLVPE LGTFEGSDLLEQY YVDLGP S SAYRRYF T SEANHHDPNVGTNLKQWDMY T

S
S

DAGKEMLQIHMIGNSMRTIDDFRIEGISNFESDVTILEG

DIGKEMLI aviEinEvrTDDERTEGT snFEfDVELEC

DEGKEMLOIHMIGNSMRTDDFRIEGISNFESDVTLEG
DAGKEMLOIHMIGNSMRTIDDFRIEGISNFESDVILEG
DAGEFMIOTIHMIGNSMRIDDERIEGTI SNERSDVILEG
DlGKEMLQIHMIGNSMRTDDFRIEGISNFESDVTLFG

Figura 14. Comparacion entre secuencias de la lipasa 1 de G. geotrichum. Las letras en color Jef@lé marcan las diferencias aminoacidicas. Destacado en diferentes
colores estan: en [Jll los aminoacidos del centro activo, en [HloR@@8 los aminoacidos de la tapadera peptidica, en amarillo las cisteinas de los puentes disulfuro, en
azul los sitios de N-glicosilacién y en gris el oxianién. Rodeados por una caja naranja se muestran los aminoacidos conservados alrededor de la serina del centro

activo, denominado codo nucleofilico.
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4.4 Expresion del gen lip I en Pichia pastoris X-33

P. pastoris es uno de los sistemas de expresion heteréloga mas eficientes para
genes eucariotas. La utilizacion del promotor del gen de la alcohol oxidasa 1
(PAOX1), fuertemente inducible en presencia de metanol, asi como la integracion
del gen de interés, incluso en multiples copias, permite lograr elevados niveles de
expresion intra/extracelulares. Con el objetivo de producir cantidades suficientes
de lipasa GGLIP 1 para realizar diferentes ensayos, se procedio a clonar y expresar

el gen lipl de G. geotrichum BT107 en esta levadura.

4.4.1 Construccion del plasmido de expresion

La clonacion del gen lipl en el vector de expresion pPICzaB se realiz6 de modo
que la secuencia del gen formase un marco de lectura abierto con la secuencia del
péptido senal del factor a de Saccharomyces cerevisiae para lograr la secrecion de la

proteina recombiante al medio de cultivo.

Para ello, el oligonucleétido GCLip-F3 (ver apartado 4.3), utilizado para
amplificar el gen lipl, se disené de manera que tuviese una “cola” incluyendo la
secuencia de corte Sall y la secuencia que codifica la senal de reconocimiento de la
peptidasa KEX2. Esta secuencia es necesaria para el correcto procesamiento de la

proteina en el proceso de secrecion.

Asi, el plasmido pBT69 se digirié con Sall y Xbal y, en paralelo, el plasmido
pPICZoB se corto con las enzimas Xhol y Xbal. La ligacion de los extremos
compatibles Sall del inserto (gen lipl) y Xhol del vector produce un cambio de
Glutamico (GAG) por Aspartico (GAC) provocando la pérdida de los sitios de corte de

ambas enzimas de restriccién, pero manteniéndose el marco de lectura.

Diferentes cantidades de esta ligacion se utilizaron para transformar células
electrocompetentes de E. coli TOP 10 F’. La seleccion de clones se realizo en placas

de LB bajo en sal suplementado con zeocina.

De los clones obtenidos se realizaron minipreparaciones de ADN plasmidico, que
se cortaron con Xhol y Xbal para comprobar que la orientacion del gen era la

correcta. El plasmido resultante se llamé pBT70 (Figura 15).
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Figura 15. Construccién del plasmido pBT70.

Con la finalidad de obtener transformantes que tuviesen integradas en el
genoma varias copias del plasmido pBT70, P. pastoris X-33 se transformé por
electroporacion. Para ello, previamente, el plasmido pBT70 se cortdé con Dral con el
fin de dirigir su integracion en el locus del promotor AOX1 en el genoma de la
levadura (Figura 16). La mezcla de electroporacion (en total 2 mL) se sembré en

placas de YPDS con zeocina, obteniéndose aproximadamente 2.000 transformantes,
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tras 72 h de incubaciéon a 28°C.

Genoma de P. pastoris x Gen AOXI

PAOXI

pUCori

TTCYC1

pPBT70

lipl

TTAOXI

pBT70 integrado en l

el genoma de P.

pastoris - ) s ) ) --

PAOX1 lipl AOXITT PAOX1 Gen AOXI

Figura 16. Integracion dirigida del plasmido pBT70 en el genoma de P. pastoris.

4.4.2 Screening y analisis molecular de los transformantes
4.4.2.1 Seleccion de los mejores transformantes

Los transformantes de P. pastoris X-33 obtenidos se sometieron a un screening
rapido en placas microtiter Deep well (1 mL) donde, en primer lugar, las células se
crecieron en 400 uL medio BMGY durante 24 h, 250 rpm a 28°C. Posteriormente se
transfirieron 20 pL de cada uno de estos cultivos a otras placas que contenian

medio BMMY, incubandose durante 48 h.

La presencia de actividad lipasa se determiné en los sobrenadantes libres de
células mediante un ensayo por colorimetria. Como controles negativos se utilizaron
un blanco (medio de cultivo no inoculado) y un cultivo de la cepa hospedadora sin

transformar.

Se analizaron un total de 378 transformantes de los cuales se seleccionaron los

tres que presentaban una mayor actividad enzimatica, clones n° 126, 163 y 171
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(Figura 17).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

>

B U O W

]
&

Figura 17. Ensayo de la actividad lipasa en placas microtiter. Al: P. pastoris X-33 sin transformar,

B1: blanco, C6: clon n°126, F7: clon n° 163, G3: clon n°171.

Para poder analizar con mas precision la capacidad de produccion de GGLIP 1
en los tres clones seleccionados se realizaron varias inducciones en matraz. Para
ello, las células crecidas en medio BMGY se resuspendieron en 50 mL de medio
BMMY. La induccién con metanol se mantuvo durante 72 h y se analiz6 la cantidad

de proteina y la actividad lipasa presente en los sobrenadantes.

Como se muestra en la Figura 18, la cantidad de proteina secretada al medio de
cultivo BMMY se increment6 a lo largo del tiempo de induccion. Los clones 126 y
171 mostraron unos valores muy similares alcanzando, aproximadamente, 250
mg/L de proteina total a las 72 h de incubacién. El clon 163 fue capaz de secretar
la mayor cantidad de proteina total, aproximadamente 275 mg/L y, ademas,
presento una actividad especifica proxima a las 85 U/mg de proteina, un 5-10%

mas elevada que los clones 126 y 171 (Figura 19).
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Figura 18. Proteina total secretada por los tres transformantes seleccionados. La induccién se

mantuvo durante 72 h mediante la adicién de metanol (0,5% volumen final) cada 24 h.
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Figura 19. Actividad lipasa especifica en los sobrenadantes de cultivos de los clones seleccionados.

La proteina GGLIP 1 secretada por tBT70-163 se analizd, en primer lugar, en un
gel SDS-PAGE al 10%. Este analisis revelo la existencia de una banda mayoritaria
de, aproximadamente, 63 kDa cuya intensidad aumentaba a medida que se

incrementaba el tiempo de induccion y que se correspondia con el tamafio esperado
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para la proteina GGLIP 1 (Figura 20).

66,2 kDa —

45 kDa =]

Figura 20. Muestras (15 puL) procedentes de los sobrenadantes del transformante tBT70-163 en medio
BMMY. M: Marcador de peso molecular de amplio rango. La flecha indica la banda correspondiente a
la proteina GGLIP 1 (~ 63 kDa).

4.4.2.2 Anadlisis del nimero de copias integradas

En el proceso de transformacion de P. pastoris por electroporaciéon pueden
integrarse varias copias del plasmido en el genoma de la levadura. Existen varios
ejemplos en los que la integracion de un elevado numero de copias integradas
permiti6 obtener elevados niveles de expresion (Romanos MA y col., 1992;
Romanos MA y col., 1998). El numero de copias integradas del plasmido pBT70 en
los tres clones seleccionados, se determiné mediante la la hibridacion del ADN
genomico utilizando una sonda especifica del promotor AOX1 de 932 pb marcada

con digoxigenina 11-dUTP.

Para ello, el ADN total de los tres transformantes se cort6 con Kpnl y,
posteriormente, fue transferido a una membrana de nylon sobre la que se llevo a
cabo la hibridacion. La hibridacion del ADN de la cepa control sin transformar
mostro una banda del tamano esperado de 2,3 kb (Figura 21, carril 2), mientras en
el caso de los transformantes el tamano de las bandas obtenidas fue proporcional al
numero de copias integradas del plasmido. De esta forma, los transformantes con

una sola copia integrada de pBT70 mostrarian una banda de 7,4 kb
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correspondiente a la suma del tamano del plasmido (5,16 kb) y 2,3 kb de la banda
control (Figura 21, carril 3). Sucesivas integraciones conllevan bandas con

incrementos de 5,16 kb proporcionales al nimero de copias.

Los tres transformantes tBT70-126, tBT70-163 y tBT70-171 mostraron el
mismo resultado, apareciendo una banda con un tamano igual 6 mayor de 23 kb, lo
que indicaba la presencia de cuatro o mas copias del plasmido pBT70 integradas en

su genoma (Figura 21, carril 4).

23,13
9,41
6,55
4,36

2,32— -
2,02 — .

Figura 21. Hibridacion de los transformantes de P. pastoris X-33. Como sonda se utilizé un fragmento
del promotor AOXI marcado con UTP-digoxigenina (932 pb). Con una flecha roja se destacan las
bandas de hibridacion. 1: A Hind III, 2: P. pastoris X-33 sin transformar, 3: Transformante con una

sola copia integrada, 4: Transformante tBT70-163 (4 6 mas copias integradas).

Debido a que el clon tBT70-163 secretaba una cantidad de proteina ligeramente
superior con respecto a los clones tBT70-126 y tBT70-171, y tras comprobar que
todos ellos aparentemente eran multicopia, se selecciono este transformante para

realizar posteriores ensayos.
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4.5 Caracterizacion de la lipasa GGLIP 1 recombinante

4.5.1 Purificacion por Cromatografia de Intercambio Aniénico

P. pastoris no secreta practicamente ninguna proteina endogena, por lo que
durante la secrecion extracelular, la proteina heteréloga recombinante es
mayoritaria en el medio de cultivo (Higgins y col., 1995). Sin embargo, este medio
de expresion (BMMY) contiene sales, pequeinos péptidos o aminoacidos por lo que es
aconsejable realizar una purificacion de la proteina de interés. La cromatografia de
intercambio idnico suele ser la técnica de eleccion ya que es independiente de la
concentracion de la muestra y permite cargar grandes volumenes en la columna a

flujos elevados.

De esta forma, 250 mL de sobrenadante procedente de un cultivo de la cepa
tBT70-163 crecida en medio BMMY durante 120 h se ultrafiltré a través de una
membrana de 30 kDa. El retenido se resuspendi6 en el mismo volumen de tampoén

Tris HC1 100mM pH 8.

Veinte mL de la muestra concentrada se sometieron a cromatografia de
intercambio aniénico en una columna HiPrep™ 16/10 Q FF (Amersham
Biosciences) acoplada a un equipo FPLC Aktaexplorer™ (Amersham Biosciences).
La elucion de la proteina se llevo a cabo con un gradiente de concentracion de NaCl

de 0 a 0,5 M en tampoén Tris HCI 100 mM pH 8.

Se detecto actividad lipasa por colorimetria en 10 fracciones de 5 mL. Estas
fracciones se combinaron y se concentraron por ultrafiltracion a través de

membranas de 10 kDa.

En la Tabla 16 se muestran los resultados obtenidos durante el proceso de
purificacion de la proteina GGLIP 1. El factor de purificaciéon obtenido fue de 1,7
veces con respecto a la muestra cruda, lo que indica que la proteina GGLIP 1 era

mayoritaria en el caldo de cultivo y, ademas, tenia una elevada pureza (ver Figura

20).
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Tabla 16. Purificacion de la proteina GGLIP 1. A.E.: actividad lipasa especifica.

Muestra Proteina Total Unidades Totales A.E. Factor
(%) (%) purificacion
Crudo 100 100 99,8 1
Ultrafiltracion 30kDa 77,1 97,5 126,2 1,2
Fracciones CI Anionico 38 42 167,4 1,7

4.5.2 Determinacion del peso molecular

Para realizar una estimacion mas precisa del peso molecular de la lipasa GGLIP
1 se realizo una cromatografia de exclusion molecular utilizando una columna
Superosa™ 12 HR (Amersham Biosciences). Se prepar6é una curva de calibracion
(Figura 22), empleando patrones comerciales y se calculé un volumen muerto (Vo)
para la columna de 8,84 mL mediante el analisis del volumen de eluciéon de una

molécula de elevado peso molecular (Azul Dextrano, 2.000.000 Da).

0,5 ~

y = -0,204x + 0,6867

Kav

logPm=1,775; Pm=59,6 kDa
O T —- T 1

1 1,5 2 2,5
Log Pm

Figura 22. Determinaciéon del peso molecular de la lipasa GGLIP 1 mediante cromatografia de
exclusion molecular. Patrones: catalasa (215 kDa), aldolasa (191 kDa), ovoalbumina (49,4 kDa) y
ribonucleasa A (15,8 kDa). Kav: (Volumenelucion-V0)/ (Volumencolumna-V0), Log Pm: logaritmo decimal del

peso molecular.
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La proteina, previamente purificada mediante cromatografia de intercambio
anionico, se concentro mediante ultrafiltracion, inyectandose en la columna de
exclusion molecular 0,5 mg de proteina total. La eluciéon se llevo a cabo en tampoén
fosfato sédico S0 mM 0,15 M NaCl pH 7 recogiéndose fracciones de 0,5 mL en las
que se midio la actividad lipasa por colorimetria. El cromatograma resultante revelo
la presencia de un solo pico con actividad lipasa y un volumen de elucién de 13,76
mL, correspondiéndole un valor de Kav de 0,32454. Tras extrapolar este valor en la

recta de calibracion, el peso molecular estimado para la proteina fue de 59,6 kDa.

El analisis mediante SDS-PAGE confirm6é el tamano obtenido en la
cromatografia de exclusion molecular. El analisis de muestras de la proteina GGLIP
1 sin tratar y tratadas con Endoglicosidasa H mostraron una diferencia de tamarno
entre ambas. De forma que mientras que la proteina glicosilada tenia un tamafno de
63 kDa (ver Figura 20), la proteina desglicosilada presenté un tamano aproximado
de 59 kDa. Esta diferencia de, aproximadamente, 4 kDa podria deberse a la
incorporacion de unas 20 unidades de manosa (PM manosa = 181,32 Da) entre los

dos sitios de N-glicosilacion presentes en la proteina (ver Figura 14).

4.5.3 Analisis de la especificidad de sustrato

4.5.3.1 pH-STAT

La actividad de la proteina GGLIP 1 se ensay6é mediante una valoracion
titrimétrica frente a diferentes sustratos: trioleina, tripalmitina, tributirina y triEPA.
Como se muestra en la Figura 23 la actividad frente a trioleina fue muy elevada en
comparacion con respecto a los dos sustratos saturados de cadena mas corta,

tributirina y tripalmitina.
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Figura 23. Actividad especifica (A.E.) de la lipasa GGLIP 1 medida con el pH-STAT.

Debido al coste y a la complejidad para obtener triEPA, no fue posible obtener
resultados fiables con este método al utilizar cantidades mas pequenas de este
sustrato y, por lo tanto, fue necesario desarrollar otra metodologia de analisis que
fuera muy sensible y permitiese utilizar bajas concentraciones de triEPA. Dicho

analisis fue posible mediante la puesta a punto de un método por HPLC-MS.

4.5.3.2 Sintesis de triEPA

Debido a la complejidad de los aceites de pescado e, incluso, de concentrados
comerciales enriquecidos en PUFAs ®-3, la utilizacion de ambos como posibles
sustratos, tanto para el desarrollo de un método de seleccion como de un método
analitico, fue descartada. Como alternativa, se decidié sustituir estas mezclas
heterogéneas por un triglicérido esterificado con tres moléculas de un PUFA.
Aunque pueden adquirirse en el mercado tanto DHA como EPA esterificados en
forma de metil-éster, se decidio utilizar este ultimo en base a una, teéricamente,
relativa mayor estabilidad del EPA con respecto al DHA y al interés comercial del

EPA como ingrediente de alimentos funcionales para adultos.

En la Tabla 17 se muestran las cantidades y el rendimiento alcanzado en cada

uno de los pasos de la sintesis. El primer paso se realizé a partir del éster metil-EPA
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mediante hidrolisis alcalina en presencia de hidréoxido sédico, EDTA y etanol (ver
Materiales y Métodos apartado, 3.11), obteniéndose 17,9 g de acido graso libre
(EPA). A partir del EPA se realiz6 la sintesis del triglicérido, haciéndolo reaccionar

con glicerol (relacion 3:1) utilizando EDCI y DMAP como catalizadores.

Finalmente, tras su purificacion en columna de silica, se recuperaron 14,458 g

de triEPA (15,3 mmol). El rendimiento global de la sintesis fue del 77,45%.

La pureza del producto resultante fue del 99%, determinada tras su analisis

por HPLC-MS.

Tabla 17. Cantidades de productos y rendimientos durante la sintesis quimica de triEPA.

Producto Cantidad (g) mmoles Rendimiento (%)
Metil-EPA 20 62,60
EPA 17,91 59,21 94,58
TriEPA 14,46 15,30 77,45

4.6 Evolucion dirigida

4.6.1 Creacion de variabilidad genética

Las condiciones de amplificacién mediante PCR mutagénica utilizadas en este
trabajo fueron seleccionadas para alcanzar un rango de mutacion bajo con el fin de
obtener diversidad mutacional sin destruir la actividad, aumentando asi la
posibilidad de encontrar variantes mejoradas. La secuenciacion de 10 clones
conteniendo variantes del gen lipl, seleccionados al azar, confirmaron que la tasa de

mutacion obtenida bajo estas condiciones fue de 1,2 mutaciones/kb.

4.6.2 Evolucion dirigida en Saccharomyces cerevisiae

En primer lugar, se abord6 la posibilidad de llevar a cabo el proceso de
evolucion dirigida de la lipasa GGLIP 1 en S. cerevisiae mediante procesos de

recombinacion homéloga in vivo.

122



4. Resultados

4.6.2.1 Clonacion y expresion del gen lipl en S. cerevisiae BJ 5465

El primer paso para poder realizar la evolucion dirigida de la proteina GGLIP 1
fue la obtencién de una cepa control conteniendo un plasmido de expresion que

portase el gen lipl de G. geotrichum BT107.

La estrategia llevada a cabo para la clonacion del cassette constituido por el
factor o de S. cerevisiae y el gen lipl en el plasmido pJROC30 se muestra en la
Figura 24. La clonacién no podia realizarse en la posiciéon BamHI del vector ya que
esta enzima cortaba al gen y, ademas, por otro lado, se necesitaba una diana Notl

en el extremo 3’ de la secuencia del gen, que en el plasmido pBT70 no existia.

El gen lipl se amplific6 a partir del plasmido pBT69 con oligonucleétidos
especificos (GCLipl-F4 y GCLip1Not-R) obteniéndose un fragmento de 1.642 pb,
que posteriormente fue clonado en el plasmido de expresion de P. pastoris pPICZaA

dando lugar al plasmido pBT155.

El plasmido pBT155 se digirié con Csp451 y Notl y el plasmido de expresion en
S. cerevisiae pJROC30 se corté6 con BamHI y Notl. Los extremos se rellenaron con
Klenow y los fragmentos resultantes se ligaron dando origen al plasmido pBT158
(Figura 24).

Las células de S. cerevisiae BJ5465 se transformaron por electroporacion con el
plasmido pBT158 y se seleccionaron en placas de medio minimo. Las colonias
capaces de crecer en este medio se cultivaron en placas microtiter conteniendo 25
uL de medio minimo durante 24 h. A continuacion, se anadieron 80 uL de medio de
expresion y se incubaron durante otras 24 h. La presencia de actividad lipasa en
los cultivos se determiné por colorimetria, confirmando que la proteina GGLIP 1
estaba presente en los sobrenadantes. De todas las colonias obtenidas, se eligio

como cepa control el transformante tBT158-19.
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Figura 24. Construccién del plasmido pBT158.
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4.6.2.2 Seleccion

Debido a que en un proceso de evolucion dirigida es imprescindible contar con
un método de seleccion robusto, rapido y sencillo, se desarroll6 un método por el
cual la actividad lipasa podia ser detectada directamente en las colonias sin

necesidad de llevar a cabo procesos de induccion en medio liquido.

Asi, después de diversos ensayos, se determiné que al sembrar colonias de la
cepa control (tBT158-19) en medio de seleccion conteniendo trioleina como sustrato
y, tras 72 h de incubacion a 28°C, se detectaba la presencia de actividad lipasa
debido a la aparicién de un halo fluorescente alrededor de las colonias al ser éstas
expuestas a luz ultravioleta. Tanto la cepa hospedadora sin transformar como
transformada con el plasmido pJROC30, no mostraron actividad lipasa en estas

condiciones.

4.6.2.3 Construccion de colecciones de variantes

La construccion de una coleccion de variantes en S. cerevisiae se realizo
aprovechando la facilidad que presenta este microorganismo para llevar a cabo
procesos de recombinacion in vivo (Orr-Weaver TL y col., 1981; Ma H y col., 1987)
que permiten la ligacion entre fragmentos de ADN que posean, tan sélo, 30 pb
homologos. Este hecho ha sido utilizado para lograr la ligacion entre fragmentos de

ADN y plasmidos linearizados al cotransformar la levadura.

La construcciéon de una coleccién de variantes se realizé como se muestra en la
Figura 25. La creacion de variabilidad genética se llevo a cabo utilizando como
molde la secuencia del gen lipl clonada en el plasmido pBT158. Los oligonucleotidos
que se emplearon fueron el 158PCRMUT-F1 y el RMLC, los cuales fueron disenados
de manera que el fragmento obtenido por PCR tuviese 34 pb homodlogas en el
extremo 5’y 65 pb en el extremo 3’ con respecto al vector pBT158 cortado con Xhol.
Para evitar la posible religacion del plasmido en la levadura, el vector linearizado

fue desfosforilado.
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Figura 25. Construccién de una coleccién de variantes en S. cerevisiae BJ5465.

La transformacion de S. cerevisicge BJ5465 se realizo por via quimica. Para
llevar a cabo la recombinaciéon in vivo se ajusté la relacion vector:inserto (1:4),
determinando la cantidad de ADN espectofotométricamente con el fin de que ésta
fuera lo mas exacta posible. En cada transformacion se pusieron dos controles, uno
con el vector linearizado y otra transformacién tinicamente con los fragmentos de

PCR.

La transformaciéon con la coleccién de variantes obtenida, se sembré en medio
de seleccion con trioleina y tras 120 h de incubacion a 28°C se obtuvieron
numerosos transformantes (1800-2300/placa). En las placas se observaron
colonias con actividad lipasa que mostraban un aspecto rosado y emitian
fluorescencia al ser expuestas a la luz ultravioleta. También aparecieron colonias de
color blanco (aproximadamente un 25%) que no mostraban fluorescencia indicando

la ausencia de actividad lipolitica.
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Las colonias que mostraron actividad se picaron de nuevo en placas
conteniendo trioleina o triEPA como sustratos. Las colonias mostraron la
fluorescencia caracteristica en las placas con trioleina pero no se detecté ninguna
actividad en las placas con triEPA. Para aumentar la sensibilidad del ensayo,
algunas colonias se sembraron en extensiones mas grandes (1 cm?) y en este caso si
se observo la presencia de halos fluorescentes. Por lo tanto, el sistema de seleccion
desarrollado no era lo suficientemente sensible y fiable para identificar los clones
sin actividad frente a triEPA al sembrar las colonias directamente sobre las placas

de seleccion.

4.6.3 Evolucion dirigida en Pichia pastoris X-33

Debido a que se descarto la utilizacion de S. cerevisiae para llevar a cabo la
evolucion molecular por los bajos niveles de proteina heterologa secretados en las
placas de seleccion, se decidio intentar realizar este proceso en la levadura P.
pastoris. Esta levadura permite obtener elevados niveles de expresion de genes

heterdlogos y su cultivo y manipulacion son muy similares a los de S. cerevisiae.

4.6.3.1 Seleccion

Tal y como se hizo con S. cerevisiae, se desarrolld un sistema que permitiera
analizar la actividad lipasa directamente en las colonias crecidas sobre las placas
de seleccion. Para ello, se sembraron colonias de la cepa tBT70-163 sobre placas
conteniendo como unica fuente de carbono trioleina. Tras 72 h de incubacion se
pudo observar la presencia de grandes halos fluorescentes indicando la actividad
lipolitica (Figura 26). Este mismo procedimiento se realiz6 utilizando placas con
triEPA como sustrato. En esta ocasiéon, a diferencia de lo que ocurria con los
transformantes de S. cerevisiae, si fue posible observar claramente la presencia de
halos fluorescentes alrededor de las colonias, aunque éstos eran de menor tamano

que en el caso de utilizar trioleina como sustrato (Figura 26).
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Figura 26. Actividad lipasa frente a triEPA y a trioleina. Control: P. pastoris X-33 sin transformar. Las

placas se incubaron a 28°C durante 72 h.

4.6.3.2 Obtencion de transformantes monocopia

La capacidad de dar lugar a transformantes en los que se integran varias copias
del gen de interés es una de las ventajas de la expresion en P. pastoris. Sin
embargo, a la hora del planteamiento de una estrategia de evoluciéon dirigida el
hecho de que los transformantes obtenidos puedan ser multicopia presenta el
problema de que en un mismo clon puedan existir diferentes variantes mutadas del

gen integradas en el genoma de la levadura.

Por este motivo, fue necesario, en primer lugar, establecer aquellas condiciones
de transformacion que permitieran obtener clones con una Unica copia integrada
del gen lipl. Para ello, se transformoé P. pastoris X-33 utilizando bajas cantidades del
plasmido pBT70 (250, 500 ng) y realizando la seleccion en placas conteniendo bajas
concentraciones de zeocina (25-50 ng/uL) con el fin de dificultar las integraciones

multiples (Tabla 18).

Tabla 18. Numero de transformantes de P. pastoris X-33 obtenidos con bajas concentraciones de ADN

y de zeocina.

ADN (ng) Zeocina (ng/uL) N° Transformantes
500 25 1.251
50 503
250 25 789
50 286
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Como se muestra en la Tabla 18, el nimero de transformantes obtenidos fue
proporcional a la cantidad de ADN utilizado, siendo éstos, aproximadamente, el
doble al utilizar la concentracion mas elevada de ADN. De forma opuesta, al
incrementar dos veces la concentracion de zeocina en el medio de transformacion,
el nimero de clones obtenidos fue unas tres veces menor. Debido a que la
capacidad de resistencia a la zeocina esta directamente relacionada con en ntimero
de copias integradas (Cereghino JL y Cregg JM, 2000), la reduccion observada
podria indicar que la utilizacién de bajas cantidades de ADN y de zeocina facilitaria

la seleccion de transformantes monocopia.

El analisis, mediante Southern-Blot, de un 20% de los clones obtenidos con 250
ng de ADN y en presencia de 25 ug/mL de zeocina revelo que el 84% eran
monocopia (Figura 27, carriles 3-6). La mayoria de los clones la transformaciéon
obtenidos en las placas de medio de selecciéon conteniedo trioleina, mostraban
actividad lipasa apareciendo, ocasionalmente, alguna colonia blanca que no
mostraba actividad. En todos los casos analizados esta ausencia de actividad era
debida a problemas de insercion del plasmido en el genoma de esos clones (Figura
27, carriles 1 y 2). Como control monocopia para realizar el proceso de evoluciéon

molecular se eligio el clon tBT70-399.

23,13
9,41
6,55
4,36

Figura 27. Hibridacién de transformantes de P. pastoris. Como sonda se utilizé6 un fragmento del
promotor AOXI1 marcado con UTP-digoxigenina (932 pb). M: AHindllICarriles 1 y 2: colonias sin

actividad lipasa. Carriles 3-6: transformantes monocopia con actividad lipasa.
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4.6.3.3 Construccion de una coleccion de variantes del gen lipl en P.

pastoris

La obtencion de una coleccion de variantes del gen lipl se realizo utilizando una
modificacion del sistema de clonacion Gateway® (Invitrogen). En la Figura 28 se
resume la estrategia seguida para realizar la clonacion en plasmidos de expresion

de P. pastoris.

GATE-B1-D

pUCori PAOXI

TICYC1 Factor o

pBT70
5.169 pb

PTEF1
TTAOX1

GATE-B2-R .-
Mutazyme™ a2
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(W
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o TT \ 4.401 pb
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l

pUCori PAOXI

TTCYC1 Factor o

pBT70 mut
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5.169 pb v

Subproducto

TTAOX1

Figura 28. Estrategia para la construcciéon de una coleccién de variantes del gen lipl en plasmidos de
expresion de P. pastoris.
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Las variantes del gen lipl obtenidas, mediante PCR mutagénica, contenian sitios
de recombinacion attB (ver Materiales y Meétodos, apartado 3.6.12) que se

recombinaron con sitios attP presentes en el plasmido pBT137.

De esta manera se origin6 una coleccion donde cada plasmido resultante,
denominados genéricamente pBT70-mut, portaba, en teoria, una variante diferente

del gen lipl.

Mediante este método de clonacion se obtuvieron 3.629 colonias de E. coli que

se recogieron en glicerol al 30%.

A partir de una alicuota de la suspension en glicerol al 30% se realizo la
extraccion, a gran escala, de los plasmidos pBT70-mut. El ADN purificado se utilizo
para transformar P. pastoris X-33 en las condiciones para obtener un elevado
porcentaje de clones monocopias. Se hicieron cuatro transformaciones
obteniéndose un total de 900 transformantes de los cuales un 10% no mostraron

actividad al no producir halos fluorescentes en las placas de seleccion (Figura 29).

Figura 29. Screening de la coleccién de variantes del gen lipl en P. pastoris. Las células se sembraron
en placas conteniendo trioleina se incubaron a 28°C durante 5 dias. La mayoria de las colonias
mostraron actividad lipolitica (halo de colr mas intenso a su alrededor), mientras que otras carecian de

actividad (no halo).
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Los clones positivos se picaron, de nuevo, en placas de medio de seleccion y,
una vez reconfirmada la actividad sobre trioleina, los clones positivos se picaron en
placas conteniendo triEPA como sustrato. Al igual que se hizo con las placas de
trioleina, en cada placa de medio de seleccion con triEPA se picaron controles

negativos y positivos para confirmar la validez de los resultados.

Tras 96 h de incubacion a 28°C se seleccionaron 16 variantes de entre,
aproximadamente, 800 clones analizados, que no mostraban actividad frente a
triEPA (Figura 30). Los transformantes seleccionados se picaron de nuevo en medio
con trioleina para comprobar cuales de ellos mostraban mayor actividad (Figura

31), seleccionandose finalmente 6 transformantes: n°® 79, 97, 126, 425y 747.

Figura 30. Screening de actividad frente a triEPA. Control negativo, flecha azul; Control positivo,
tBT70-399, flecha roja. Rodeados por un circulo se muestran, como ejemplos, algunos de los clones

seleccionados sin actividad frente a este triglicérido.
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Figura 31. Actividad de los clones seleccionados frente a trioleina. 1: Control positivo (tBT70-399), 2:

control negativo (transformante sin actividad).

4.7 Analisis de las variantes mejoradas

4.7.1 Analisis a nivel molecular

Una vez seleccionadas las variantes con actividad frente a trioleina y una
actividad muy baja o nula frente a triEPA, se llevo a cabo la secuenciacion del gen
lipl que portaban. Para ello, se extrajo el ADN genémico a tres clones de cada
variante y se amplifico el gen utilizando oligonucleétidos especificos (GCLip-F3 y

GCLip1-R) asi como una ADN-polimerasa proof-reading.

Los productos resultantes, un fragmento de ADN de 1.635 pb, se purificaron y
se secuenciaron. La comparacion entre las secuencias obtenidas y el gen lipl
confirmo la existencia de mutaciones (1-2/ kb) que originaron cambios en la

secuencia de aminoacidos (Tabla 19).
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Tabla 19. Mutaciones y sustituciones presentes en los cinco clones seleccionados.

Clon Posicion Mutaciéon  Sustitucién Localizacién Observaciones
ADN (pb) Aminoacido
79 310 G—-A Aspl04Asn tapadera Se modifica la carga electrostatica en
peptidica esta zona ya que Asp (carga negativa) y

Asn (carga positiva)

97 238 G—-A Gly80Lys tapadera Lys posee carga positiva y una cadena
239 GoA peptidica lateral mas larga
126 56 G—oA Gly19Asp Extremo Asp tiene carga negativa y posee una
CoA amino cadena lateral mas larga

425 239 G—A Gly80Glu tapadera Glu posee carga negativa y una cadena
peptidica lateral

747 303 G—A Met101lIle tapadera Cambio por un aminoacido hidrofébico
peptidica (Ile) con una cadena lateral de mayor

tamafio que Met

El analisis de las secuencias revel6 que la mayoria de los cambios, introducidos
por PCR mutagénica, fueron transiciones (relacion transiciones/transversiones de
2,3), asi como una relacion AT->GC/GC—AT de 0,1, siendo el cambio mas frecuente

G—A.

La mayoria de las sustituciones aminoacidicas en las variantes se localizaron en
la zona correspondiente a la tapadera peptidica, excepto en la variante 126 donde el
cambio aparece antes de la secuencia correspondiente a esta estructura (Figura
32). Todas las sustituciones se localizaron en los primeros 104 aminoacidos, en el

extremo N-terminal de la secuencia proteica.

Por otro lado, el analisis mediante Southern-Blot confirmé que todos los clones
eran monocopia, mostrando una banda del tamano esperado (7,469 kb) (Figura
33). Por lo tanto, las variantes de la proteina GGLIP 1 secretadas por cada uno de

estos clones procedia de la expresion de un tnico gen.

Para llevar a cabo la caracterizacion enzimatica de cada una de las variantes, se
procedio a la purificacion de las proteinas mediante cromatografia de intercambio

anionico, de la misma forma que se realiz6 con el control (ver apartado 4.5.1).
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Secuencia GGLIP 1 QOTPTAVLNGNEVISGVLEGKVDTFKGIPFADPPVGDLRFKHPQPFTIGSYOGLKANDE SsACE
| 79 QTPTAVLNGNEVISGVLE D

Variante 97 QTPTAVLNGNEVISGVLE (

Variante 126 QTPTAVLNGNEVISGVLEBKVDTFKGIPFADPPVGDLREKHPQPFTGSYOGLKANDESSACKUR

Variante 425 QTPTAVLNGNEVISGVLECKVDTFKGIPFADPPVGDLREKHPOPFTGSYQGLKANDFSSaCHie il

Variante 747 QTPTAVLNGNEVISGVLEGKVDTFKGIPFADPPVGDLREKHPOPFTGSYOGLKANDF ssacCHii il
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Figura 32. Comparacion de las secuencias de la proteina GGLIP 1 y las variantes seleccionadas. Los
cambios aparecen reflejados en letras verdes incluidos en cajas de color naranja. Centro activo (HSiB);
tapadera peptidica (-); Cisteinas de los puentes disulfuro (amarillo); Sitios de N-glicosilacion

(azul)
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A hindIII 1 2 3 4 5 6
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Figura 33. Hibridacion de los transformantes seleccionados. Como sonda se utilizé un fragmento del
promotor AOX1 marcado con UTP-digoxigenina (932 pb). 1: control sin transformar, 2-7: clones 79,
97, 126, 425y 747.

4.7.2 Especificidad de sustrato

Aunque existen diferentes métodos de analisis por HPLC-MS que permiten
identificar y cuantificar de una forma rapida, sensible y precisa los productos de las
reacciones de hidrolisis (Marcato B y Cecchin G, 1996; Morera Pons S y col, 1998;
Han JJ y col, 1999; Murphy RC y col., 2001; Lépez-Lopez A y col., 2001), ninguno
de ellos nos permitié llevar a cabo una resolucion adecuada tanto del triEPA como
del EPA. El analisis de este tipo de grasas supone una dificultad anadida debido a
la longitud de las cadenas hidrocarbonadas y al elevado ntiimero de insaturaciones
que, ademas, complican la obtencion de mezclas acuosas homogéneas en las

reacciones de hidrélisis con la lipasa.

El analisis de triglicéridos puso de manifiesto que, tras 30 minutos, en la
reaccion control se hidrolizaba el 70% de trioleina y el 46% de triEPA (Figura 34).
Las medidas a los 60 minutos de reaccion no supusieron una mejora significativa
en la hidrélisis de ambos sustratos, por lo que se prescindio de este tiempo para los
sucesivos experimentos. Hay que tener en cuenta que dadas las caracteristicas del
ensayo éste presenta una gran variabilidad tanto para trioleina como para triEPA
(desviacion estandar + 27%), por lo que los ensayos se realizaron, al menos, por

duplicado.
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I I T, ————————————-

% Hidroélisis

Control 79 97 126 425 747

‘ B triEPA M trioleina ‘

Figura 34. Porcentaje de hidroélisis de triglicéridos, triEPA y trioleina, a los 30 min de reaccion. Los
valores obtenidos se calcularon a partir de reacciones realizadas, al menos, por duplicado, con un

minimo de dos medidas por muestra.

Al utilizar trioleina como sustrato, Ginicamente la variante 425 mostré una
actividad similar al control, mientras que las variantes 79, 97 y 747 mostraron una
actividad un 33-43% menor. El clon 126 fue el Glnico que mostré una actividad
mayor que el control aunque esta variante presenté una desviacion muy superior a
la establecida para el control. En el caso del triEPA, todas las variantes, excepto la
numero 97, hidrolizaron este sustrato en menor medida que el control, siendo la

actividad un 12-32% mas baja (Figura 34).

Sin embargo, el analisis de los acidos grasos libres, oleico y EPA, reveldé una
variabilidad de los resultados menor a la obtenida con los triglicéridos. La
desviacion estandar en las muestras del control fue de +19% para el acido oleico y
de +£14,2% para el EPA (Figura 35). Teniendo esto presente, la medida de oleico en
las muestras de hidrolisis mostro que las variantes 79, 97 y 126 hidrolizaban entre
un 7-20% mas que el control, mientras que las variantes 425 y 747 mostraban un
comportamiento similar, resultando un 18% menor con respecto al control. En
todos los casos, los valores se encontraron dentro del margen de desviacion

calculado para el control.

El analisis de EPA di6 unos resultados muy parecidos a los obtenidos con el

oleico. Asi, las variantes 79, 97 y 126 mostraban una actividad muy similar al
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control. Aunque en el caso de las variantes 79 y 126 los resultados obtenidos no
coincidieron con los obtenidos a nivel de triglicéridos. Estas diferencias podrian
deberse a la elevada variabilidad entre diferentes muestras obtenida en el analisis
de triglicéridos, ya que éstos, principalmente el triEPA, son menos solubles que los
acidos grasos y podrian quedar “atrapados” a nivel de las micelas y, por lo tanto,

dificultar, en algunos casos, su extraccion con disolventes.

Por otra parte, las variantes 425 y 747 tuvieron un comportamiento
significativamente diferente. Estas dos variantes hidrolizaron muy mal los ésteres
formados por este acido graso poliinsaturado liberando cantidades de EPA entre un

49,7% y un 56,6% mas bajas que el control, respectivamente (Figura 35).

1000 - - - - - oo
900
800
700
600
500
400
300
200
100

Ac.Grasos liberados (nmol)

Control 79 97 126 425 747

& EPA M OLEICO

Figura 35. Cantidad (nmol) de acidos grasos, EPA y oleico, liberados a los 30 min de reaccién. Los
valores obtenidos se calcularon a partir de muestras realizadas, al menos, por duplicado, con un

minimo de dos medidas por muestra.

La relacion entre el porcentaje de actividad sobre EPA y el porcentaje de
actividad sobre oleico de cada variante con respecto al control, se denominé
coeficiente de actividad. El calculo de este coeficiente determiné que las mejores
variantes eran aquellas que provenian de los clones 425 y 747, mostrando unos
valores de 0,45 y 0,46, respectivamente, siendo este coeficiente igual a 1 en el caso

del control (Figura 36). A la variante del clon 126 le correspondio un coeficiente de
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0,88, muy superior con respecto a las dos anteriores.

1T I T

Coeficiente Actividad (EPA/Oleico)

Control 126 425 747

Figura 36. Coeficiente de actividad. El calculo se realizé en base a la medida de acidos grasos libres,

EPA y oleico, con respecto al control.

Con el fin de determinar el comportamiento frente a un sustrato mas complejo,
las variantes de los clones 425 y 747 se utilizaron para realizar varios ensayos de
hidrolisis utilizando como sustrato Eupoly-EPA® (Puleva Biotech, S.A). Este
producto es un aceite enriquecido que contiene un 30% PUFAs, 20% de EPA y 10%

de DHA, asi como un 10,33% de acido oleico.

El analisis de las muestras después de 30 minutos de hidrolisis reveldé que
ambas variantes enzimaticas liberaban entre un 14,5-24% menos acido oleico que
la enzima original (Figuras 37 y 39). Los resultados obtenidos al analizar la
cantidad de EPA presente al final de la reaccion confirmaron las expectativas
surgidas a partir de los resultados obtenidos con los sustratos puros. Como se
muestra en las Figuras 38 y 39, la cantidad de EPA hidrolizado por las variantes

425y 747 fue de un 55,6% y un 43,7% mas baja que el control, respectivamente.
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Figura 37. Analisis del acido oleico por HPLC-MS. Los picos en color verde son los correspondientes al

control y en negro corresponden a las variantes 425 y 747. Las flechas indican los picos

correspondientes al acido oleico. A: Variante 425, B: Variante 747.
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Figura 38. Analisis del acido EPA por HPLC-MS. Los picos en color rojo corresponden al control y en

negro a las variantes 425 y 747. Las flechas indican los picos correspondientes al EPA. A: Variante

425. B: Variante 747.
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Figura 39. Cantidad de acidos grasos, EPA y oleico, liberados tras la hidrélisis (30 min) de Eupoly-

EPA®. Los valores obtenidos se calcularon a partir de muestras analizadas por HPLC-MS realizadas

por duplicado, con un minimo de dos medidas por muestra.

El calculo del coeficiente de actividad (Figura 40) mostr6é un valor de 0,52 en el
caso de la proteina del clon 425 y de 0,74 en el caso de la variante 747. Estos
resultados confirmaron, sobre todo en el caso de la variante 425, la reduccion de la
actividad hidrolitica frente a triglicéridos conteniendo EPA, favoreciendo, por tanto,

un mayor enriquecimiento de PUFAs esterificados en el sustrato hidrolizado.

142



4. Resultados

Coeficiente de Actividad (EPA/Oleico)

Control 425 747

Figura 40: Coeficiente de actividad. La figura muestra los resultados, en porcentaje, de la medida de

acidos grasos liberados, tras la hidrélisis de Eupoly-EPA® (30 min), con respecto al control.
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5. Discusion

5.1 Aislamiento de G. geotrichum BT107. Clonacion del gen
lipl

Durante el proceso de extraccion del aceite se genera un residuo, denominado
alpeorujo, constituido por la pulpa y el hueso de la aceituna. Debido a que este
subproducto tiene una elevada concentraciéon de materia grasa residual, aquellos
microorganismos capaces de crecer sobre €l deben tener una notable actividad

lipasa que les permita utilizar esta materia grasa como principal fuente de carbono.

Por ello, se decidio llevar a cabo un estudio de la microflora fingica presente en
este residuo y aislar de forma selectiva aquellas especies con alta produccion de
lipasas. Para ello, se realizO una seleccion especifica utilizando placas que
contenian aceite de oliva como unica fuente de carbono y rodamina B. La rodamina
B forma compuestos fluorescentes con los acidos grasos libres originando halos
fluorescentes, visibles a 350 nm, alrededor de las colonias productoras de lipasas
(Kouker G y Jaeger KE, 1987; Jaeger KE y col., 1994). Debido a esta propiedad
este compuesto ha sido ampliamente utilizado en el desarrollo de métodos de
screening para determinar actividad lipolitica (Kouker G y Jaeger KE, 1987; Jette
JF y Ziomek E, 1994; ThomsonCA y col., 1999; Henne A y col.,, 2000; Gupta Ry
col., 2003).

Esta seleccion nos permitiéo aislar una cepa capaz de producir grandes halos
fluorescentes, que se identifico posteriormente como Galactomyces geotrichum al
que se asigno el coédigo interno BT107. G. geotrichum es un hongo filamentoso que
se encuentra en multiples habitats. Esta presente como componente de la flora
natural de la leche y se usa como un agente madurador de quesos suaves y fuertes.
Sus lipasas y proteasas producen acidos grasos y péptidos que pueden ser
metabolizados por otras poblaciones microbianas promoviendo el desarrollo de
diferentes aromas, entre otras propiedades. G. geotrichum produce dos lipasas
extracelulares denominadas Lipasa I y Lipasa II, codificadas por los genes lipl y
lipll, respectivamente. La lipasa I es muy especifica frente a acidos grasos
insaturados de larga cadena como el oleico (C18:1), linoleico (C18:2) y el linolénico
(C18:3), mientras que la lipasa II muestra una especificidad de sustrato mas

amplia.
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La utilizacion de aceite de oliva o de un aceite rico en acidos grasos
poliinsaturados como Unica fuente de carbono en el medio de fermentacion dio
lugar a diferentes resultados. Asi, mientras que en el caso del oleico se detect6 una
actividad lipasa creciente en el tiempo, en presencia de PUFAs ésta era
practicamente inexistente. Este hecho puede deberse a la existencia, en los
promotores de los genes lipl y lipll, de una region inducible por la presencia de

acidos grasos de cadena larga y, especialmente, por el oleico (Nagao T y col., 1996).

Aunque la mayoria de los genes correspondientes a lipasas fangicas poseen
intrones, el analisis de las siete secuencias del gen lipl, procedentes de diferentes
cepas de G. geotrichum depositadas en las bases de datos determinaron que el
marco de lectura abierto (ORF) correspondiente al gen lip]l no mostraba ninguno.
Este hecho permitié realizar su amplificaciéon a partir de ADN genoémico utilizando

oligonucleodtidos especificos disennados a partir de dos de las secuencias existentes.

El gen clonado presenté una elevada homologia con las secuencias depositadas,
oscilando entre un 80% con la secuencia correspondiente a la cepa G. geotrichum
CBS 772.71 (Phillips A y col., 1995) y un 98,7% con la secuencia de la cepa G.
geotrichum ATCC 34614 (Bertolini MC y col, 1994).

5.2 Expresion heterologa del gen lipl de G. geotrichum BT107

Con el objetivo de caracterizar la proteina GGLIP 1 de G. geotrichum BT107, se
realiz6 la clonacion y expresion del gen lipl en el sistema de expresion en P.

pastoris.

Este sistema se ha convertido en uno de los mas utilizados para llevar a cabo la
expresion de genes heterologos (Gleeson MA y col., 1988; Romanos MA y col.,
1992; Higgins DR y col., 1995; Higgins DR y Cregg JM, 1998; Cereghino JL y
Cregg JM, 2000) debido a las siguientes caracteristicas:

1. utilizacibn de un promotor fuerte y altamente regulado, inducible por

metanol,
2. facilidad para lograr elevadas densidades celulares,

3. facil escalado a grandes biorreactores,
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4. eficiente secrecion extracelular de la proteina heterdloga,
S. realizacion de modificaciones post-traduccionales y baja glicosilacion.

Este sistema se basa en la integracion de los plasmidos de expresion en el
genoma de la levadura lo que, a priori, les confiere una mayor estabilidad. Para ello,
se gener6 un corte en la zona del vector homologa al promotor del gen AOX1 ya que
esto permite dirigir la integracion del plasmido hacia este locus e incrementa la

frecuencia de transformacion (Orr-Weaver TL y col., 1981).

Tras la transformacion y seleccion se obtuvo la cepa tBT70-163 que era capaz
de producir, tras 72 horas de inducciéon, unos 200 mg/L de proteina heterologa.
Este nivel de produccion es, aproximadamente, el triple que el logrado previamente
por otros autores (Holmquist M y col., 1997). La diferencia en la cantidad de
proteina secretada podria ser debida tanto a la utilizacion de una cepa hospedadora
de P. pastoris diferente, ya que en los casos anteriores se emplearon cepas
auxotroficas, como a las condiciones de transformacion y seleccion establecidas en
este trabajo. El analisis genético de esta cepa reveldo que contenia, al menos, cuatro

copias integradas del gen lipl en su genoma (Figura 22).

5.3 Caracterizacion de la proteina recombinante

La proteina GGLIP 1 de G. geotrichum BT107 pertenece a la familia de las
lipasas de Candida rugosa que se caracteriza, entre otras cosas, por poseer un
plegamiento o/f hidrolasa caracteristico, un peso molecular de ~60 kDa y un sitio
de unién al acido graso en forma de tunel. El analisis mediante SDS-PAGE de
muestras del caldo de cultivo mostraron la presencia mayoritaria de una proteina
con un tamano aproximado de 63 kDa correspondiente a la lipasa recombinante

(Figura 21).

La purificaciéon de la proteina mediante cromatografia de intercambio aniénico y
cromatografia de exclusion molecular revelé un tamano de, aproximadamente, 59,6
kDa, ligeramente inferior al determinado por SDS-PAGE y al descrito por otros
autores (Holmquist M y col., 1997). Durante el procesamiento post-traduccional, P.
pastoris incorpora una media de 8 a 14 unidades de manosa por cada sitio de

glicosilacion presente en la proteina (Romanos MA y col., 1992; Cereghino JL y
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Cregg JM, 2000). El tratamiento de GGLIP 1 con Endoglicosidasa H revelo que
podrian haberse introducido, aproximadamente, unas 20 unidades de este hidrato

de carbono entre los dos sitios de N-glicosilacion presentes en el polipéptido.

La comparacion de la secuencia de la lipasa GGLIP 1 recombinante con otras
secuencias de la lipasa I depositadas en las bases de datos mostré una elevada
homologia (Figura 14). Asi, se comprobo la presencia de una secuencia altamente
conservada GXSXG (siendo X cualquier aminoacido) que forma una estructura -
giro-a caracteristica llamada “codo nucleofilico” (Brenner S, 1988; Schrag JD y col.,
1991; Jaeger KE y Reetz MT, 1998; Schmid RD y Verger R, 1998). La triada
catalitica se localizo en las mismas posiciones (Ser217, His143 y Glu354) en todas
las secuencias analizadas y aparecen conservadas en lipasas de otros hongos como
Rhizomucor miehei o Fusarium solani o, incluso, en la lipasa pancreatica humana
(Schrag JD y Cygler M, 1993).

El polipéptido presenta los dos sitios de N-glicosilacion mencionados
anteriormente, localizados en las posiciones 283 y 364, asi como dos puentes
disulfuro situados, uno en la tapadera peptidica (Cys61-Cysl0S5) y otro en las
posiciones Cys276-Cys288. Todas las secuencias analizadas mostraron una

secuencia idéntica en la posicion de estos residuos.

La region de la proteina correspondiente a la tapadera peptidica comprende
desde los aminoacidos Met62 hasta Aspl04. En esta estructura se observaron
diferencias entre la lipasa GGLIP 1 y varias de las secuencias analizadas. Asi, no se
observo ningun cambio con la secuencia de la cepa G. geotrichum NRCC 205002
(Bertolini MC y col., 1994), y una unica variacion (Leu83Ile) con la secuencia de G.
geotrichum ATCC 34614 (Shimada Y y col., 1989; Nagao T y col., 1993). La mayor
divergencia se observo con la proteina 1 THG de G. geotrichum ATCC 34614 (Schrag
JD y col.,, 1991), con la cual presentaba un 84% de homologia, encontrandose
hasta 13 cambios (Ala69Ser, Ile70Leu, Ser71Thr, Val76Ala, Val77Leu, Gly80Ala,
Ile82Val, Leu83lle, Asp85Glu, Arg86Glu, Leu87Phe, GIn96Lys, Ser98Thr), siendo la

mayoria de ellos aminoacidos estructuralmente semejantes (hidrofébicos o polares).
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5.3.1 Especificidad de sustrato

La reduccién o eliminacion de la actividad catalitica de la lipasa GGLIP 1 frente
a triglicéridos conteniendo PUFAs 3, mediante una estrategia de evolucion
molecular, exigia la puesta a punto de un método de seleccion y de un método
analitico que nos permitiesen identificar las variantes obtenidas de forma rapida y

fiable.

Las pricipales fuentes naturales y/o comerciales que contienen este tipo de
triglicéridos son los aceites de pescado y los concentrados obtenidos a partir de
éstos. En el primer caso, el contenido en PUFAs (mayoritariamente en forma de
triglicéridos) se situa alrededor del 30% (18% EPA y 12% DHA), mientras que en el
caso de los concentrados estos niveles pueden alcanzar hasta el 50-58% de uno de
ellos o un 60% de ambos. Sin embargo, estos sustratos son muy heterogéneos vy,

por lo tanto, complejos para ser utilizados en un proceso de evolucion molecular.

Por este motivo, se decidié poner a punto un método de seleccion utilizando dos
triglicéridos puros. Debido a la elevada afinidad de la enzima por los ésteres de
acido oleico (Baillargeon MW y col., 1989; Bertolini MC y col., 1995; Catoni E y
col., 1997; Holmquist M y col., 1997), decidimos realizar una primera seleccion
sobre trioleina para identificar los clones que mostraban mayor actividad. A
continuacion, estos clones se sometian a una segunda seleccion, utilizando triEPA
como sustrato, para identificar aquellos que no mostraban actividad frente a este
triglicérido. La eleccion de este PUFA se realizé debido al mayor interés comercial en
la utilizacion de EPA como ingrediente de alimentos funcionales, especialmente
aquellos para alimentacion en adultos (Baré L y col., 2003; Carrero JJ y col.,
2004).

Debido a que este tipo de triglicéridos de PUFAs no existen en el mercado, fue
necesario poner a punto la sintesis quimica de triEPA. El proceso se realizo en dos
etapas. En primer lugar, se obtuvo el acido graso libre a partir del metil éster
mediante hidrélisis alcalina. A continuacion, se llevd a cabo la sintesis del
triglicérido, haciendo reaccionar EPA con glicerol (relacion molar 3:1) y utilizando
EDCI y DMAP como catalizadores. El rendimiento global del proceso fue del 77,5%,

lograndose un producto con una pureza superior al 99%.

La cuantificacion de la actividad lipasa se ha llevado a cabo tradicionalmente
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mediante valoracion titrimétrica (Benzonana B y Desnuelle P, 1968; De Pury GG y
Collins FD, 1972; Jensen RG, 1983; Gilham D y Lehner R, 2005). El analisis
mediante este procedimiento de la actividad de la proteina GGLIP 1 frente a
trioleina, tripalmitina, tributirina y triEPA mostr6 una actividad 27 veces mas
elevada frente a trioleina (C18:1) que frente a tripalmitina (C16:0) y 32 veces mas
que frente a tributirina (C4:0) (Figura 23). Por lo tanto, la enzima presenté una
especificidad mucho mas alta para acidos grasos monoinsaturados de cadena larga
que frente a acidos grasos saturados de cadena corta o larga. Estos resultados
coinciden con los previamente publicados para otras cepas de G. geotrichum
(Bertolini MC y col., 1995; Catoni E. y col., 1997; Holmquist M y col., 1997)
donde mostraban que la lipasa I tenia una baja actividad frente a tripalmitina y a

acidos grasos saturados de cadena corta.

La determinacion de la actividad sobre triEPA mediante este procedimiento no
fue posible debido al elevado coste que suponian las cantidades necesarias de este

sustrato para realizar el ensayo.

La cromatografia de gases es otra de las técnicas utilizadas para evaluar la
actividad de las lipasas (Alford JA y Pierce DA, 1963; Alford JA y col.,, 1964;
Watts R y Dils R, 1968; Bereuter TL y Lorbeer E, 1995; Gilham D y Lehner R,
2005). Sin embargo, todos los ensayos realizados, incluso utilizando columnas
especificas para grasas poliinsaturadas, s6lo nos permitieron la elucion de los
acidos grasos. Ninguna de las condiciones utilizadas lograron obtener la resolucion
de los productos de reaccion intermedios (mono y diglicéridos) o, incluso, de los

triglicéridos.

La metodologia HPLC-MS también ha sido ampliamente utilizada en el analisis
de triglicéridos, acidos grasos y productos intermedios (monoglicéridos y
diglicéridos). La resolucion de estos componentes se logra mediante la utilizacion de
columnas cromatograficas de fase reversa, que permiten conseguir una buena
resolucion de los acidos grasos en funcién de su longitud y grado de insaturacion
(Marcato B y Cecchin G, 1996; Morera Pons S y col, 1998 Lépez-Lopez A y col.,
2001). Alternativamente se pueden utilizar columnas con iones de plata, que
aprovechan la propiedad que tienen estos iones para formar complejos polares
reversibles con los dobles enlaces, permitiendo la separacion en funcion del
numero, geometria y posicion de las insaturaciones (Chistie WW, 1988; Dobson G

y col., 1995; Han JJ y col, 1999). Sin embargo, ninguno de los métodos descritos
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nos permitié llevar a cabo una resolucion adecuada tanto del triEPA como del EPA.
El analisis de este tipo de grasas conlleva una dificultad anadida debido a la

longitud de las cadenas hidrocarbonadas y al elevado niimero de insaturaciones.

Esta situacion planteé la necesidad de poner a punto un método de analisis
mediante HPLC-MS. Tras numerosos ensayos, se definieron unas condiciones que
nos permitieron resolver tanto EPA como triEPA. El método incluyé la utilizacion de
dos columnas cromatograficas en fase reversa. La primera, con un tamano de
particula de Sum, se utilizé para el analisis de triglicéridos y la segunda, con un
tamano de particula de 3um, para el analisis de los acidos grasos. Ademas, se
utilizaron dos sistemas de deteccion: APCI en modo positivo para triglicéridos y ESI
para acidos grasos. APCI produce una fragmentacion suave, llegando generalmente
a obtener moléculas protonadas y fragmentos identificativos del compuesto que ha
dado buenos resultados en el analisis de lipidos no polares, como en el caso de
triglicéridos (Byrwell WC y Emken EA, 1995). ESI, por otro lado, es mas sensible
que APCI y suele producir iones moleculares y/o iones aductos, como los iones
carboxilato de acidos grasos saturados, insaturados y poliinsaturados que ha hecho
que esta técnica se haya utilizado en la caracterizacion de este tipo de compuestos

(Kerwin JL y col., 1996; Murphy RC y col., 2001).

5.4 Evolucion dirigida

Los acidos grasos poliinsaturados ®3 (PUFAs ®3) desempenan funciones
fisiologicas muy importantes, destacando principalmente sus acciones a nivel

cerebral y cardiovascular.

A nivel cerebral, cantidades adecuadas de estos acidos grasos son necesarias
para el crecimiento y desarrollo funcional del cerebro, asi como para la agudeza
visual en ninos (Horrocks LA y Yeo YK, 1999), pueden reducir el desarrollo de
depresion unipolar (Horrocks LA y Yeo YK, 1999; Green P y col., 2005) y pueden
ser empleados en el tratamiento y prevencion de la demencia senil en adultos
(Horrocks LA y Yeo YK, 1999). Ademas, el déficit de PUFAs 03 esta asociado con la
pérdida de memoria y con la disminucion de las funciones cognitivas (Jump DB,
2002).

A nivel cardiovascular, estos acidos grasos juegan un papel esencial, con
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numerosos efectos beneficiosos que contribuyen a reducir el riesgo de sufrir
enfermedades coronarias (Horrocks LA y Yeo YK, 1999; Schmidt EB y col., 2001;
Nordoy A, 2001; Wijendran V y Hayes KC, 2004). El reconocimiento de estos
efectos saludables que previenen y mejoran la salud cardiovascular se ha visto muy
reforzado por la publicacion de una nota por la FDA americana en septiembre del

ano 2004 en la que se recomienda la inclusion de estos acidos grasos en la dieta.

Debido a estas propiedades beneficiosas, la obtencion de preparados
enriquecidos en PUFAs o3 tiene un elevado interés comercial. Aunque, los etil
ésteres de este tipo de acidos grasos son muy comercializados en Japon como
suplemento nutricional (Rosu R y col., 1998), hay estudios que indican que los
PUFAs se absorben mejor en forma de triglicérido que como etil o metil ésteres
(Lawson LD y Hughes BG, 1988). Por lo tanto, desde un punto de vista nutricional,
los triglicéridos de PUFAs serian la forma mas deseable como ingrediente

alimentario.

La obtencion de aceites ricos en PUFAs w3 en forma de triglicéridos mediante
hidrolisis selectiva a partir de sustratos complejos como aceites de pescado es de
gran interés ya que contituye un primer paso en el desarrollo de un proceso

industrial para la obtencion de este tipo de aceites.

En los ultimos anos, los investigadores han utilizado lipasas de origen
microbiano para producir concentrados de PUFAs w3 a partir de la hidrélisis de
aceites de pescado. Asi, en funciéon del tipo de microorganismo del que proceden,
hay lipasas que muestran diferente afinidad por los ésteres de EPA o DHA. Esta
preferencia por un determinado tipo de sustrato se utiliza para incrementar la
presencia de uno de estos PUFAs ®3 en la fraccion de glicéridos (Tanaka Y y col.,

1992; Halldorsson A y col., 2004).

La hidrolisis de aceite de atin utilizando la lipasa I de G. geotrichum llevada a
cabo por Shimada y colaboradores, revelo que la enzima hidrolizaba los acidos
grasos por los que tiene mayor especificidad, principalmente oleico y palmitico,
liberandolos del aceite de atin y permitiendo obtener glicéridos, principalmente
triglicéridos, enriquecidos en DHA y en EPA (Shimada Y y col., 1994; Shimada Y y
col., 1995).

Como se puede observar en las referencias mencionadas anteriormente, el

enriquecimiento de la fraccion de PUFAs a partir de aceites de pescado se puede
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realizar utilizando enzimas moderadamente selectivas que permiten incrementar la
fraccion de PUFAs hasta, aproximadamente, un 50% (Halldorsson A y col., 2004).
Sin embargo, no se ha descrito hasta ahora ninguna enzima con especificidad
absoluta, es decir, con muy baja o nula actividad catalitica sobre triglicéridos ricos
en PUFAs, principalmente EPA, pero manteniendo su actividad hidrolitica sobre el
resto de acidos grasos (oleico, palmitico, entre otros). Una enzima con estas
caracteristicas permitiria enriquecer, de forma mas eficaz, la fraccion de este tipo de

triglicéridos a partir de mezclas complejas.

La evolucion dirigida es una forma rapida de encontrar variantes de enzimas
que actuan mejor que las enzimas presentes en la naturaleza bajo unas condiciones
especificas. Todos los procesos de evolucion dirigida contemplan dos etapas
esenciales: la creacion de variabilidad genética (Cohen N y col., 2001; Arnold FH y
Georgiou G, 2003a) y la disponibilidad de un método de screening robusto, rapido y
fiable que permita seleccionar aquellas variantes que muestran las caracteristicas
deseadas (Arnold FH y Georgiou G, 2003b; Schmidt M y Bornscheuer UT, 2005).

Esta ultima etapa es totalmente critica en un proceso de evoluciéon molecular.

Las lipasas han emergido como importantes biocatalizadores en la industria
quimica y biomédica debido a su excelente capacidad para llevar a cabo reacciones
regioselectivas en una gran variedad de solventes organicos y con una amplio rango
de sustratos y han sido objeto de numerosos procesos de evolucion dirigida para

modificar sus propiedades cataliticas.

La sintesis estereoselectiva de compuestos organicos quirales tiene un elevado
interés académico e industrial. La biocatalisis enantioselectiva es una herramienta
clave en la produccion de sustancias quimicas para su uso en farmacos o
cosméticos. (Ashok P y col., 1999; Jaeger KE y Eggert T, 2004). La
enantioselectividad de la lipasa extracelular de Pseudomonas aeruginosa frente al
acido 2-metildecanoico p-nitrofenil éster en configuracion (S) se incremento diez
veces en cuatro rondas de PCR mutagénica. Posteriormente, mediante mutagénesis
a saturacion, se consiguié una variante con una enantioselectividad 25 veces mayor

que la enzima original (Liebeton K y col., 2000; Reetz MT, 2002)

La mejora de la enantioselectividad mediante evolucién molecular también se ha
llevado a cabo en otras lipasas como es el caso de la lipasa A de Bacillus subtilis

para la formacion de alcoholes quirales (Funke SA y col.,, 2003) y con la lipasa de
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Burkholderia cepacia (Koga Y y col., 2003). Otros ejemplos en los que se ha alterado
la especificidad de sustrato son lipasa de Bacillus thermocatenulatus evolucionada
hacia una fosfolipasa con mayor afinidad por acidos grasos de cadena larga
(Kauffmann I y Schmidt-Dannert C, 2001) o la lipasa de Pseudomonas aeruginosa

en la mejora de la actividad amidasa (Fujii R y col., 2005).

Aunque, como se ha mencionado anteriormente, las lipasas son ampliamente
utilizadas tanto en la hidrdlisis de grasas como en reacciones de esterificacion, no
hemos encontrado ninguna referencia sobre la modificacion de la especificidad de

una lipasa frente a PUFAs ®3 mediante evolucion molecular.

5.4.1 Creacion de variabilidad genética. PCR Mutagénica

Existen diferentes metodologias que permiten la obtencion de colecciones de
variantes génicas de forma aleatoria como la utilizacion de radiacion ultravioleta o
agentes quimicos (Taguchi S y col., 1998), la utilizacion de cepas bacterianas con
una o varias rutas de reparacion del ADN alteradas (Bornscheuer UT y col., 1998).
Sin embargo, este tipo de técnicas, a diferencia de lo que ocurre con otras
metodologias como la PCR mutagénica, provocan mutagénesis no sélo en el gen de
interés sino en otros contenidos en el plasmido de clonacion y en el propio genoma

de la bacteria hospedadora (Neylon C, 2004).

Quizas, la técnica mas utilizada para lograr variabilidad genética es la PCR
mutagénica (Leung DW y col., 1989; Cadwell RC y Joyce GF, 1992). Mediante este
método las mutaciones se generan por la accion de la ADN polimerasa durante el
proceso de amplificacion, pudiéndose incrementar la tasa de mutacion de multiples
formas. Uno de los métodos mas utilizados es la combinacion de pequenas
cantidades de Mn?2* (en lugar de su cofactor natural, Mg2*), concentraciones
desbalanceadas de los desoxiribonucleétidos trifosfato (ANTPs) y la modificacion del
numero de ciclos de amplificacion. Se ha comprobado como la presencia de Mn2+
junto con una mayor concentracion de dGTP y dTTP en la reaccion de amplificacion
conlleva tasas de error de, aproximadamente, un nucleétido por kb (Neylon C,

2004).

El método utilizado en este trabajo para lograr variabilidad genética se basé en
la utilizacion de una polimerasa (Mutazyme™) que introduce un amplio rango de

mutaciones al azar. Esta enzima produce todos los tipos posibles de transiciones y
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transversiones, mostrando una ligera preferencia por las primeras, mientras que las
inserciones y delecciones son relativamente raras (Cline J y Hogrefe H, 2000). Esta
enzima es, aproximadamente, tres veces mas propensa a mutar Guaninas y
Citosinas (AT->GC/GC—AT=0,2) mientras que la Taq polimerasa tiende a mutar
con mayor probabilidad Adeninas y Timinas (AT->GC/GC—AT>1). La tasa de
mutacion deseada se fija en funcion de la cantidad de molde presente en la

reaccion, siendo ésta mas elevada al utilizar bajas cantidades de ADN molde.

La secuenciacion del gen lipl en 10 de los clones obtenidos mostré que la
frecuencia de mutacion en el presente estudio fue de 1,2 mutaciones/kb. Los
resultados confirmaron que la mayoria de los cambios producidos eran transiciones

(transiciones/transversiones=2,3), siendo el cambio mas frecuente G—A.

Es importante tener en cuenta que si la tasa de mutacion obtenida es
demasiado alta, la mayoria de las enzimas obtenidas seran inactivas (Moore JC y
Arnold FH, 1996), mientras que si son bajas permiten la creacion de diversidad
mutacional sin destruir la actividad, aumentando la posibilidad de encontrar
variantes mejoradas (Suzuki M y col., 1996; Drummond DA y col., 2005). Por otro
lado, la completa randomizacion de una proteina conteniendo, por ejemplo, 285
aminoacidos conllevaria la obtencion de 20285 variantes enzimaticas diferentes, es
decir, un espacio secuencial practicamente infinito. Sin embargo, la sustitucion de
un aminoacido de la enzima por otro de los 19 restantes conllevaria, en base al
algoritmo N=19Mx285!/(285-M)!M!), siendo M es el numero de sustituciones
aminoacidicas, el analisis de un numero de variantes (N), teéricamente, mucho

menor (N=5.415) (Arnold FH, 1998; Reetz MT, 2002).

Las colecciones de clones recombinantes que expresan las variantes deben ser
analizadas, mas que seleccionadas, de forma individual. Este hecho es muy
importante ya que limita, en la mayoria de los casos, el nimero de variantes
enzimaticas a analizar (normalmente entre 104 y 105). Por ello, generalmente, las
estrategias empleadas implican la creacion y el analisis de genotecas de variantes
que difieran en 1 6 2 aminoacidos de la proteina original (Wan L y col., 1998; Zhao

H y col., 1999).

5.4.2 Evolucion dirigida en Saccharomyces cerevisiae
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S. cerevisiae constituye un buen sistema de expresion heterologo para ser
utilizado en procesos de evolucion molecular ya que posee una buena eficiencia de
transformacion, tasa de crecimiento y, por otro lado, permite llevar a cabo todo el
procesamiento posttraduccional de proteinas eucariotas (Morawski B y col., 2000;
Bulter T y col, 2003). Ademas, en este microorganismo los procesos de
recombinacioén in vivo, recombinacion y ligacion entre fragmentos de ADN que
posean homologia, se producen de forma muy eficiente (Orr-Weaver TL y col.,
1981; Ma H y col., 1987). De hecho, la presencia de fragmentos homologos de, tan
so6lo, 30 pb de longitud son suficientes para que tenga lugar este proceso
(Manivasakam P y col., 1995). Esta propiedad ha sido utilizada para lograr
colecciones de microorganismos expresando las variantes al cotransformar la
levadura con fragmentos de ADN y un plasmido linearizado que presentaban zonas
homologas. Para ello, los oligonucleétidos utilizados como cebadores se disenan de
manera que el fragmento amplificado por PCR posea, aproximadamente, unos 50
pb de homologas en cada extremo con el vector linearizado (Raymond CK y col.,

1999).

Esta estrategia de recombinacion in vivo ha sido utilizada, por ejemplo, para
mejorar 174 veces la termoestabilidad y 100 veces la resistencia a la oxidacion de
una peroxidasa fangica utilizada como aditivo en detergentes (Cherry JR y col.,
1999). Diez generaciones de evolucion dirigida de la lacasa MtL del hongo
Myceliophthora thermophila permitieron mejorar 8 veces su expresion e incrementar

170 veces su actividad oxidativa (Bulter T y col., 2003).

En nuestro caso, una vez obtenida la cepa S. cerevisiae tBT158-19, capaz de
secretar la proteina GGLIP 1 al medio extracelular, se desarrollo un método de
seleccion que permitiese detectar la actividad lipolitica directamente en placas,
evitando la necesidad de realizar procesos de induccion en medio liquido. Las
colonias crecidas sobre el medio de seleccién, conteniendo como sustratos trioleina
o triEPA, galactosa y rodamina B, mostraban un color rosado y emitian
fluorescencia al ser expuestas a la luz ultravioleta indicando la presencia de

actividad lipolitica.

Con el fin de crear una coleccioén de variantes mediante recombinacién in vivo se
cotransform6 S. cerevisiae BJ5465 con fragmentos amplificados mediante PCR
mutagénica y el plasmido pBT158 linearizado (Figura 25). El analisis de las

variantes obtenidas se realizo, en primer lugar, sobre placas conteniendo trioleina
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como sustrato, seleccionandose 1.000 clones que emitian fluorescencia al ser
expuestos a luz u.v. Sin embargo, todas las colonias seleccionadas mostraron una

actividad nula al ser analizadas en placas conteniendo triEPA como sustrato.

Estudios previos con esta lipasa mostraron unos niveles de secrecion muy bajos
(<1 mg/L) en S. cerevisiae (Bertolini MC y col., 1995). Esta escasa concentracion de
proteina extracelular y la menor especificidad de la enzima frente a triEPA podria
justificar la ausencia de halos fluorescentes en las placas conteniendo este
triglicérido como sustrato. Este hecho se confirmé al picar varias colonias, en
placas del mismo medio, en superficies mayores (1 cm?2). La presencia de mayor
biomasa y, por tanto, una mayor concentracion de enzima extracelular si permitio

observar la presencia de halos fluorescentes.

Debido a que la eleccion de las variantes es critica para futuras rondas de
mejora y analisis, se concluyd que este meétodo de seleccion no era lo
suficientemente sensible como para evitar la posible seleccion de falsos positivos,

por lo que se descarto su utilizacion.

5.4.3 Evolucion dirigida en Pichia pastoris

Aunque P. pastoris ha sido utilizada para la expresion de variantes mejoradas
(Morawski B y col., 2000; Morawski B y col., 2001), no existe ningun trabajo, hasta
la fecha, en el que esta levadura haya sido empleada como hospedador para un

proceso de evolucién molecular.

La expresion de genes heterdlogos en P. pastoris se basa en la integraciéon por
homologia del plasmido de expresion en el genoma de la levadura (Romanos MA y
col.,, 1998). Los métodos de transformacion, electroporacion o mediante Ila
formacion de protoplastos, con una elevada cantidad de ADN plasmidico linearizado
y una seleccion en elevadas concentraciones de antibidtico (G418 o zeocina)
permiten, de forma general, obtener clones con 1-5 copias integradas del gen de
interés (Romanos MA y col., 1992; Scorer CA y col., 1994; Cereghino JL y Cregg
JM, 2000).

La integracion de un elevado numero de copias ha permitido, en algunos casos,
lograr elevados niveles de expresion, como por ejemplo, 12 g/L del fragmento C de

la toxina tetanica (Clare JJ y col., 1991), 1 g/L de la lipasa humana inducida por
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sales biliares (Murasugi A y col.,, 2001), 400 mg/L del antigeno superficial de la
hepatitis B (Vassileva A y col., 2001) o 20 mg/L de glicoproteinas de adhesion del
virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1 ENV) (Scorer CA y col., 1994),

entre otros.

El planteamiento de una estrategia de evolucion dirigida en P. pastoris hizo
imprescindible lograr unas condiciones de transformacion que permitieran asegurar
la integracién de una Unica copia de cada gen. De esta forma nos asegurabamos
que cada clon obtenido generaba una soé6la variante de la proteina GGLIP 1. El
numero de copias integradas se ve favorecido al realizar la transformacion con
elevadas cantidades de ADN plasmidico y por una elevada concentracion de
antibiotico en el medio de seleccion (Romanos MA y col., 1992; Scorer CA y col.,
1994; Cereghino JL y Cregg JM, 2000). La proteina que confiere resistencia a la
zeocina actiia estequiométricamente, no enzimaticamente, permitiendo, por tanto,
establecer una buena correlacion entre el niumero de copias integradas del gen Sh
ble y el fenotipo de hiperresistencia a este antibiético (Higgins DR y col., 1998). De
esta forma, la seleccion de transformantes resistentes a concentraciones crecientes
de zeocina (100-2.000 ug/mlL) implicaria la presencia de maultiples copias

integradas del plasmido y, por lo tanto, del gen heterdlogo.

Como en nuestro caso deseabamos obtener transformantes monocopia, se
ensayaron condiciones que incluian la utilizacion de una baja cantidad de ADN
durante la transformacion (250-500 ng de ADN) y la seleccion en presencia de una

baja concentracion de antibiético (25-50 ug/mL de zeocina).

Como se esperaba, el nimero de clones obtenidos, a la misma concentracion de
antibiotico, se incremento6 casi al doble al utilizar la mayor cantidad de ADN. Por el
contrario, para una misma cantidad de ADN, este nimero disminuyé practicamente
tres veces al realizar la seleccion a la concentracion mas alta de zeocina (50 pug/mL).
El analisis mediante hibridacion de una muestra representativa de los clones
obtenidos al utilizar una baja cantidad de ADN y de zeocina revel6 que el 84%
contenian una unica copia del plasmido de expresion integrada en su genoma
(Figura 33) confirmando asi nuestras expectativas. Uno de los clones obtenidos
(tBT70-399) se seleccion6 como cepa control para desarrollar un método de

“screening”.
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Al igual que en S. cerevisiae, se puso a punto un método de seleccion en placa
con el fin de poder analizar de forma rapida un elevado numero de clones. Tras 72
horas de incubacidn, las colonias crecidas en el medio mostraron los tipicos halos
fluorescentes tanto en presencia de trioleina como de triEPA aunque en el caso de

este ultimo sustrato los halos eran de menor tamano (Figura 26).

5.4.3.1 Obtencion de una coleccion de variantes del gen lipl

Debido a que los plasmidos de expresion de P. pastoris son bifuncionales,
decidimos desarrollar un proceso que nos permitiese clonar directamente los
productos de la PCR mutagénica en estos plasmidos y transformar directamente la
levadura. De esta forma evitabamos tener que realizar un paso intermedio,

laborioso y poco eficiente, de ligacion y transformacion en E. coli.

La coleccion de variantes del gen lipl se realizé utilizando una modificacion del
sistema de clonacion “Gateway® Technology” (Invitrogen) basado en el mecanismo
de recombinacion-insercion del fago A en E. coli. Este sistema permite la insercion
de fragmentos de ADN en diferentes vectores de clonacién, manteniendo su
orientacion y marco de lectura, reemplazando el uso de enzimas de restriccion y de
ligasa. Este ultimo motivo hace que este sistema presente una elevada eficiencia en
la clonacion/subclonacion de fragmentos de ADN en comparacion con el sistema
tradicional. Asi, el analisis de los clones obtenidos mediante esta tecnologia mostro
que el 100% contenian el plasmido con el gen correctamente insertado, mientras

que mediante una ligaciéon convencional el porcentaje de éxito fue del 30%.

El fundamento de esta técnica consiste en que el gen de interés, localizado entre
dos sitios de integracion attB (presentes en E. coli) se hace reaccionar con un
plasmido que contiene los sitios de integracion attP (presentes en el fago A)
flanqueando al gen ccdB (gen suicida que codifica para una proteina que interfiere
con la ADN girasa de E. coli). La recombinacion entre los sitios attB y attP, mediante
una reaccion denominada BP, origina dos productos: uno que contiene dos sitios
nuevos de recombinacion attL flanqueando al gen integrado, y otro, inviable, que

contiene al gen ccdB flanqueado por dos nuevos sitios attR.

Para poder aplicar esta estrategia en P. pastoris se construyo, a partir de un

plasmido de expresion pPICZa, un vector conteniendo dos sitios attP (Figura 28). El
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plasmido resultante se recombind in vitro con los fragmentos obtenidos por PCR

mutagénica conteniendo las secuencias attB.

La creacion de variabilidad genética mediante PCR mutagénica se realiza
generalmente utilizando como molde tinicamente la secuencia del gen de interés. De
esta forma se garantiza que los clones seleccionados portan una variante que
procede del gen mutado y que codifica, en caso de éxito, para una proteina con
propiedades cataliticas diferentes a la original. Sin embargo, la estrategia de
clonacioén nos obligd a realizar este proceso utilizando como molde un cassette de
expresion conteniendo el promotor AOX1, el péptido senal del factor o de S.
cerevisiae, el gen lipl y el terminador AOX1. Este hecho conllevaba la posible
mutacion de cualquiera de estos elementos incrementando la diversidad de
mutantes obtenidos. Aunque el tamano de este fragmento era de 3.162 pb, el doble
que el gen lipl (1.635 pb), decidimos mantener una baja tasa de mutacion (1,1-2,5
mutaciones/kb) con el fin de provocar pocos cambios aminoacidicos y mantener la

funcionalidad.

La coleccion de plasmidos obtenidos mediante esta estrategia se utilizé para
transformar de P. pastoris X-33 en las condiciones establecidas para obtener un
elevado porcentaje de clones monocopias. El 90% de los transformantes obtenidos
mostraron actividad en placas conteniendo trioleina como sustrato. Al transferir
estos clones a placas de medio conteniendo triEPA como sustrato se identificaron
dieciseis que no producian halos fluorescentes y, aparentemente, no mostraban
actividad sobre este triglicérido. Después de repetir este proceso, se seleccionaron
cinco clones que mostraban una buena actividad frente a trioleina y una actividad

muy baja frente a triEPA.

La hibridaciéon del ADN genomico con una sonda especifica confirmé que los
cinco clones seleccionados eran monocopia y, por lo tanto, las variantes de la
proteina GGLIP 1 secretadas por cada uno de ellos procedia de la expresion de un

unico gen.
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5.4.3.2 Analisis de las variantes de la lipasa GGLIP 1

5.4.3.2.1 Especificidad de sustrato

Con el fin de determinar la especificidad de sustrato de las variantes
seleccionadas se procedio, en primer lugar, a la purificacion de las proteinas
mediante cromatografia de intercambio anidnico. Una vez purificadas, se llevaron a
cabo reacciones de hidrolisis, utilizando trioleina y triEPA como sustratos, que se

analizaron mediante HPLC-MS.

El analisis de triglicéridos por HPLC-MS mostré que la lipasa GGLIP 1
producida por la cepa G. geotrichum BT107 hidrolizaba el 70% de trioleina y el 46%
de triEPA a los 30 minutos de reaccion. En todos los ensayos realizados los
resultados obtenidos, después de 60 minutos de hidrolisis, no mostraron un
incremento significativo en la hidrélisis de ambos sustratos. Estos valores difieren
con los Unicos datos existentes en la bibliografia referentes a la hidrolisis de aceite
de oliva y de aceite de pescado (atun) utilizando la lipasa I de G. geotrichum ATCC
34614 (Shimada Y y col.,, 1995). En este caso, los porcentajes de hidrolisis
determinados mediante titulacion de los acidos grasos liberados fueron 89% y 31%
para el aceite de oliva y de atun, respectivamente. Las diferencias en los porcentajes
de hidrolisis en ambos trabajos son, probablemente, debidas a variaciones en las
condiciones de reaccion, ya que estos autores realizaron la hidrélisis en un tampoén
mas acido (pH 5,6 frente a pH 8), una temperatura mas baja (35°C frente a 40°C) y
utilizaron una metodologia de analisis diferente. Ademas, el tipo de sustratos
también fue diferente, ya que estos autores emplearon aceites mas heterogéneos,

mientras que en este trabajo fueron triglicéridos puros.

Los resultados obtenidos, en los analisis de triglicéridos, mostraron una
desviacion estandar del 27% mientras que en el analisis de los acidos grasos, en las
mismas muestras, la desviacion fue menor del 19%. Estas diferencias pueden
justificarse en base a las diferentes propiedades fisico-quimicas de estos

compuestos.

Los triglicéridos son compuestos, fuertemente apolares, menos solubles que los
acidos grasos en soluciones acuosas, ya que estos ultimos debido a la existencia de
grupos carbonilo ionizables y, por tanto, a su caracter anfipatico pueden formar

micelas mas faciles de solubilizar. La homogenizacion de la mezcla lipido-acuosa es
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fundamental para el posterior tratamiento de las muestras, requiriendo, en la
mayoria de los casos, la utilizacion de agentes emulsionantes que faciliten la
formacion de micelas y la “solubilizacion” de la grasa (Gilham D y col., 2005). Es
posible que la mayor variabilidad de los resultados obtenidos con los triglicéridos se
deba a que, al ser menos solubles que los acidos grasos, puedan quedar
“atrapados” en las estructuras micelares y, por lo tanto, dificultar su extraccién con

disolventes organicos (Shahidi F y Wanasundara PKJPD, 2002).

El analisis de los resultados obtenidos con las variantes de la lipasa GGLIP 1, al
utilizar trioleina como sustrato, reveld diferencias entre ellas. Asi, la variante 425
presento un comportamiento similar al control mientras que las variantes 79, 97 y
747 mostraron una actividad hidrolitica un 33-43% menor. La variante 126 mostro
una actividad mayor que el control, aunque es necesario resaltar que la desviacion

estandar de los resultados fue excesivamente grande (41% frente al 27% de media).

El analisis de la actividad frente a triEPA revelo que todos los clones
presentaban porcentajes de hidrolisis entre un 12-32% mas bajos que el control,
excepto la variante 97 que mostro unos resultados muy similares al control,

alcanzando un 54 % de hidrolisis.

De la misma forma, el analisis de acidos grasos (oleico y EPA) mostraron
resultados diferentes para cada variante. El analisis de acido oleico liberado revelo
que las variantes hidrolizaban los ésteres de este acido graso de forma similar al
control. Aunque con diferentes porcentajes de actividad, todas ellas mostraron
valores comprendidos dentro de los margenes de variacion del control (x19%),
excepto las variantes 79 y 747 que presentaban unas desviaciones mayores, entre

un 20% mayor o menor que el control.

El analisis de EPA revel6 que dos variantes, la 425 y la 747, hidrolizaban los
ésteres de triEPA un 50,3% y un 43,3% peor que el control, respectivamente.
Aunque el balance de materia en estos procesos es complejo, en estos dos casos los
resultados coincidian aproximadamente, con los resultados obtenidos en el analisis

de los triglicéridos.

Debido a que los analisis de los acidos grasos liberados durante la hidrolisis
mostraron una mayor reproducibilidad (coeficiente de desviacion estandar <19%),
decidimos evaluar la variantes en funcién de estos resultados. Para ello,

establecimos un criterio de selecciéon que definimos como coeficiente de actividad.
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Este coeficiente viene dado por la relacion entre el porcentaje de actividad, medido
en forma de acidos grasos liberados, de una enzima con respecto al control frente a
ésteres de EPA y de acido oleico. El calculo de este coeficiente para las cinco
variantes seleccionadas nos permitié determinar que las mejores proteinas eran las
procedentes de los clones 425 y 747 con un coeficiente de actividad de
aproximadamente 0,46 en ambos casos. Este valor indicaba, por tanto, una
reduccion de la actividad hidrolitica frente a triEPA de, aproximadamente, un 54%
con respecto al control (Figura 36). Es decir, las variantes hidrolizaban un 24,8%

de este triglicérido en las condiciones de reaccion establecidas.

Las fuentes naturales o comerciales mas abundantes que contienen triglicéridos
esterificados con PUFAs 3 son los aceites de pescado y los concentrados obtenidos
a partir de éstos. Sin embargo, en ambos casos, son sustratos muy heterogéneos
conteniendo mas de 50 tipos diferentes acidos grasos con diferentes grados de
insaturacion, tanto en forma libre como esterificados, que podrian afectar a la

actividad enzimatica (Halldorsson A y col., 2004).

Con la finalidad de determinar el comportamiento de las variantes 425 y 747
frente a un sustrato mas heterogéneo, se realizaron hidrélisis utilizando un aceite
comercial (Eupoly-EPA®, Puleva Biotech, S.A.) con, aproximadamente, un
contenido en EPA y DHA del 30% en forma de triglicéridos (Tabla 20). Los
resultados obtenidos, mediante el analisis de los acidos grasos, revelaron que
ambas variantes producian unos picos, correspondientes al EPA, con unas areas
un 55,6% (variante 425), y un 43,7% (variante747) menores que el area obtenida al
realizar la hidroélisis con la lipasa GGLIP 1 (Figura 37), confirmando, por tanto, los
resultados previamente obtenidos con triglicéridos puros. Los resultados del
andlisis de acido oleico mostraron que ambas lipasas hidrolizaban los ésteres de
este acido de forma similar al control, aunque las areas de los picos fueron un 14,5-

24% menores.
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Tabla 20. Contenido (%) en acidos grasos en Eupoly-EPA®.

Tipo (%)
Acidos grasos poliinsaturados 44,86
- EPA 20,76
- DHA 10,45
Acidos grasos saturados 29,28
Acidos grasos monoinsaturados 25,87
- Oleico 10,33

El calculo del coeficiente de actividad a partir de los resultados anteriores, fue
de 0,52 para la variante 425 y 0,74 para la 747. La actividad hidrolitica frente a los
glicéridos ricos en EPA presentes en este aceite fue, respectivamente, un 48% y 26%
menor con respecto al control (Figura 40). A diferencia de lo que ocurre con la
variante 425 donde los resultados coinciden aproximadamente con los obtenidos
previamente, el valor del coeficiente para la variante 747 fue mas bajo que el
obtenido en los ensayos con triglicéridos puros. Este hecho podria deberse a la
utilizacion de un sustrato con una composicion mas compleja que podria, de
alguna forma, afectar a la actividad hidrolitica de la enzima sobre ésteres del acido

oleico.

Estos resultados confirman la menor actividad hidrolitica de las variantes 425 y
747 frente a los glicéridos de EPA presentes en una mezcla heterogénea lo que
indica su posible aplicacion a la hora de enriquecer la fraccion de PUFAs

esterificados a partir de aceites de pescado.

Con el fin de analizar cual era el origen molecular que sustentaba esta
especificidad de sustrato, se procedié a realizar un analisis estructural de las
variantes, con especial atencion a las procedentes de los clones 425 y 747. Por otro
lado, debido a que las variantes 79, 97 y 126, en medio acuoso, liberaron
cantidades similares de EPA que el control, a diferencia de lo que se observo en las
placas de seleccion, se decidi6 no profundizar en el analisis estructural de las

mismas.
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5.4.3.2.2 Analisis estructural

La secuenciacion de los genes de las variantes obtenidas confirmoé la existencia
de mutaciones con respecto al gen lipl original. Todos los cambios producidos
fueron transiciones (G—A), excepto en el caso del clon 126 donde el cambio fue una
transversion (C—A) (Tabla 19). Estas mutaciones generaron cambios en la
secuencia de aminoacidos de las variantes, concentrandose la mayoria en la zona
correspondiente a la tapadera peptidica, excepto en el caso de la variante 126 que
se produjo en una zona diferente, aunque proxima a dicha estructura. Todos los
cambios se localizaron en los primeros 104 aminoacidos del extremo N-terminal de

la secuencia proteica.

La resolucion de la estructura tridimensional de la lipasa I de G. geotrichum
ATCC 34614 permiti6 observar que entre la Ser217 localizada en el centro catalitico
y la parte inferior de la tapadera peptidica, aparecia una cavidad que, segun el
modelo de activacion interfacial, tras el movimiento de la “tapadera”, ésta quedaria
expuesta provocando la union hidrofébica con el sustrato (Schrag JD y col., 1991;
Schrag JD y col, 1993). Por lo tanto, cabria esperar que sustituciones
aminoacidicas en esta regiéon, como ocurre en este trabajo, influyeran en la
especificidad de sustrato por parte de la enzima (Bertolini MC y col.,, 1994;

Martinelle M y col., 1996).

La tapadera peptidica es una estructura constituida por dos a-hélices cortas
unidas al cuerpo de la lipasa a través de estructuras flexibles que permiten los
movimientos de apertura (forma activa) y de cierre (forma inactiva) del sitio de
acceso del sustrato. La conformaciéon de esta estructura no so6lo modula la
accesibilidad de la maquinaria catalitica, sino que también participa en la union del
sustrato a la superficie enzimatica y, probablemente, esté involucrada en el
reconocimiento del mismo. En algunas lipasas, incluso, el movimiento de la
tapadera a la conformacién “abierta” genera el correcto posicionamiento de los
aminoacidos responsables de la estabilizacion del intermediario tetraédrico obtenido

durante la reaccion catalitica (Brocca S y col., 2003).

El papel fundamental de la tapadera en la selectividad de sustrato por parte de
las lipasas fue confirmado mediante delecciones y mutagénesis especifica realizadas
en la secuencia de la tapadera de la lipasa pancreatica humana (Jennens ML y

Lowe ME, 1994, Carriére F y col., 1998) y de lipasas fungicas (Holmquist M y col.,
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1993; Joerger RD y Haas MJ, 1994; Martinelle M y col., 1996) que modificaron la

selectividad de sustrato de las mismas.

Sin embargo, aminoacidos situados en la zona de la tapadera peptidica
comprendida entre los aminoacidos Pro66-Val76, que estan dispuestos formando
una o-hélice, lejos del centro activo, podrian actuar restringiendo el acceso al
residuo Ser217 y, por lo tanto, participar activamente en la accion catalitica de la
enzima (Schrag JD y col., 1991). Los aminoacidos Pro66, Leu70, Leu73, Leu79,
[so83 y Leu9l, segun el modelo cristalizado de la proteina 1THG (Schrag JD y
Cygler M, 1993), estan localizados en la cara interna de la tapadera y establecerian
interacciones hidrofobicas con los sustratos al quedar expuestos cuando la lipasa
sufre el cambio conformacional (Figura 41 A). Por tanto, a priori cabria esperar que
la estructura de los sitios de unién y de escision del acido graso fueran
determinantes en la selectividad de la enzima por un sustrato (Schmitt J y col.,

2002).

Mientras que la geometria de la maquinaria catalitica estd muy conservada, el
tamano y la forma del sitio de union del acido graso varia considerablemente entre
las lipasas (Tabla 3). Las propiedades de esta region en la lipasa I de G. geotrichum,
asi como el papel de algunos residuos en la especificidad frente a acidos grasos con
una determinada longitud de cadena concluyeron que la region de la proteina
comprendida entre los aminoacidos Gly349-Thr406 parece ser determinante en la
especificidad frente a trioleina (Holmquist M y col., 1997). Los residuos Ala357,
Phe358, situados al comienzo del tinel de entrada al centro activo, asi como
Phe379 y Tyr380, localizados en el fondo de dicho tunel parecen desempenar un

papel muy importante (Figura 41 B).
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Figura 41. Estructura tridimensional de la lipasa 1THG de G. geotrichum ATCC 34614 (Schrag JD y
Cygler M, 1993). La zona comprendida entre los aminoacidos Gly359 y Thr406 (en amarillo) es
importante en la actividad frente a trioleina. A: Aminoacidos localizados en la cara interna de la
tapadera peptidica que interaccionan con el sustrato: Pro66 (amarillo), Leu70 (azul), Leu73 (celeste),
Leu79 (gris), Iso83 (rosa), Leu91 (naranja). B: Residuos Ala357 (blanco) y Phe358 (azul oscuro)
situados a la entrada del tunel de entrada del sustrato y los residuos Phe379 (violeta) y Tyr380 (rosa)
situados al fondo del tunel. Aminoacidos del centro activo, Ser217 (rojo), Glu354 (azul claro) e His463

(naranja).
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Figura 42. Estructura tridimensional de la lipasa 1THG de G. geotrichum ATCC 34614 (Schrag JD y
Cygler M, 1993). Las sustituciones aminoacidicas encontrados en las variantes seleccionadas se
seflalan en color amarillo. También se muestra la tapadera peptidica. (naranja) y los aminoacidos del
centro activo, Ser217 (rojo), Glu354 (azul) e His463 (naranja). En la vista ampliada se observan el
puente disulfuro Cys61(blanco)-Cys105(gris) y el puente salino Arg38(morado)-Aspl04(rosa), ambos

situados en la base de la tapadera.

Es muy dificil prever, en ausencia de una resolucion cristalografica, los cambios
estructurales originados en una proteina al producir sustituciones en su secuencia.
Ninguna de las sustituciones presentes en las cinco variantes afecté a los residuos
implicados en la especificidad frente a trioleina mencionados en el parrafo anterior.
Las pequenas variaciones en los residuos obtenidos tras la hidrélisis de trioleina
podrian deberse a alguna alteracion estructural que afectase indirectamente a

alguno de estos aminoacidos, asi como a otros auin no descritos que puedan estar
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implicados en la especificidad por este sustrato (Holmquist M, 1998).

La Figura 42 muestra la disposicion de los cambios encontrados en las cinco
variantes obtenidas utilizando el modelo tridimensional de la la lipasa I de G.
geotrichum (Schrag JD y Cygler M, 1993). Se puede observar como todos ellos se
localizaron en el extremo N-terminal de la proteina, relativamente alejados de los

aminoacidos del centro activo.

Dos de las variantes obtenidas, 97 y 425, mostraron sustituciones en la misma
posicion, Gly80Lys y Gly80Glu, respectivamente. El residuo Gly80 se localiza en un
“loop” peptidico cuya flexibilidad conformacional se ve favorecida por la presencia
de este aminoacido, ya que al tener una cadena lateral muy corta, permite la
consecucion de cambios en la estructura polipeptidica al contactar con una

interfase lipido-acuosa (Schrag JD y col., 1991).

La relacion entre una mayor plasticidad conformacional y la presencia de
residuos de glicina se puso de manifiesto durante la evolucion molecular de la
lipasa de Pseudomonas aeruginosa. La mejora de la enantioselectividad de esta
proteina, frente al acido 2-metildecanoico p-nitrofenil éster (S), 25 veces con
respecto a la proteina original se justificaria por un incremento en la flexibilidad de
la enzima debido a la sustitucion de diferentes aminoacidos localizados en la

superficie por residuos de glicina (Liebeton K y col., 2000; Reetz MT, 2002).

La sustitucion en estas dos variantes de Gly80 por Glu o Lys, dos aminoacidos
con una cadena lateral mas larga y con carga electrostatica (negativa y positiva,
respectivamente) podria alterar la flexibilidad de la “tapadera” convirtiéndola en una
estructura mas rigida dificultando la entrada de los sustratos. La presencia de
dobles enlaces carbono-carbono en los acidos grasos provoca la aparicion de
“codos” en las moléculas, de forma que el grupo metilo terminal de acido graso
aparece proximo al enlace éster, causando un impedimento estérico a las lipasas
(Shahidi F y Wanasundara UN, 1998). Es probable, por tanto, que la presencia de
cinco insaturaciones en la cadena hidrocarbonada del EPA (Figura 7) dificulten
mucho mas el acceso de la lipasa al enlace éster presente en el triEPA que en el

caso de la trioleina.

Este hecho y la posible pérdida de flexibilidad podrian explicar que las proteinas

presentasen una actividad normal frente a trioleina y baja frente a triEPA.
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Sin embargo, la variante 97 hidroliza ésteres de EPA igual que la proteina
GGLIP 1, mientras que la variante 425 presenta una actividad un 50,3% mas baja
que el control. Por lo tanto, estos resultados indican que las modificaciones
estructurales producidas por la sustitucion de Gly80 por glutamico o lisina deben

ser muy diferentes.

La sustitucion en la variante 747, Met101Ile, se localiza en la parte final de la
secuencia correspondiente a la tapadera peptidica, a tres posiciones del puente
disulfuro entre los residuos Cys61 y Cysl05 (Figura 42). Tanto este puente
disulfuro como el puente salino Arg38-Asp104 localizado en la base de la tapadera
son dos elementos que constituyen un buen anclaje, asi como un punto pivotante,
para el movimiento de esta estructura (Schrag JD y Cygler M, 1993). La
sustitucion de metionina por isoleucina conlleva un incremento de hidrofobicidad
ya que, seguin la escala de Kyte-Doolittle (Kyte J y Doolittle RF, 1982), la
isoleucina presenta un valor de 4,5 mientras que para la metionina es de 1,9. Este
incremento podria favorecer una mayor interaccion hidrofébica en esta zona
dificultando el movimiento de apertura de la tapadera peptidica. Al igual que en el
caso de la variante 425, es posible que se genere una estructura mas “cerrada” que
dificulte la entrada de un sustrato mas rigido como el triEPA, pero no se afecte la

actividad sobre la trioleina.

Como ya se ha mencionado, la ausencia de la resolucion de la estructura
tridimensional de las dos variantes, hace muy dificil interpretar los cambios
estructurales originados al producir sustituciones en la secuencia de aminoacidos.
A la luz de los resultados obtenidos, las sustituciones en las variantes 425
(Gly80GlIu) y 747 (MetlOllle) originan una notable reduccion en la actividad
hidrolitica frente a glicéridos ricos en EPA. Es posible que este hecho se deba a una
distorsiéon en los aminoacidos localizados en el tinel de acceso al centro activo. Es
importante resaltar que ninguna de estas alteraciones estructurales afecto, de
forma clara y evidente, a la actividad hidrolitica de ambas proteinas frente a ésteres

de acido oleico.

172



6. Conclusiones



6. Conclusiones

174



6. Conclusiones

6. Conclusiones

1. Se ha aislado, a partir del alpeorujo, la cepa G. geotrichum BT107.

2. Se ha clonado el gen lipl de G. geotrichum BT107. La secuencia del gen lipl
presento una elevada identidad (entre un 80-98,7 %) con las otras secuencias

depositadas en las bases de datos.

3. El gen lip]l se ha expresado en P. pastoris X-33. La concentracion de proteina
heterologa secretada al medio de cultivo fue de 200 mg/L después de 72 h de
induccion en matraz, aproximadamente tres veces mayor a los valores descritos

en la bibliografia.

4. Se ha puesto a punto un procedimiento para realizar la sintesis quimica de

triEPA.

S. Se ha desarrollado un nuevo método de analisis por HPLC-MS que permite
determinar y cuantificar triEPA y trioleina, asi como sus respectivos acidos

grasos: EPA y oleico.

6. Se ha desarrollado un sistema de seleccion en placa para analizar la presencia

de actividad lipasa frente a trioleina o triEPA en levaduras recombinantes.

7. Se han obtenido variantes genéticas del gen lipl mediante PCR mutagénica. Las
condiciones de amplificacion utilizadas permitieron alcanzar un rango de

mutacion bajo (1,2 mutaciones por kb).

8. Se ha construido una coleccion de variantes del gen lipl en S. cerevisiae BJ5465

mediante procesos de recombinacion in vivo.

9. Se ha desarrollado un sistema novedoso para la expresion en P. pastoris de
variantes de enzimas generadas por mutacion al azar. Este sistema basado en el
proceso de recombinacion-integracion del fago A en E. coli permite simplificar el
proceso de construccion de plasmidos de expresion para la seleccion directa en

levaduras.

10.Se han seleccionado dos variantes de la lipasa GGLIP 1 con baja actividad

catalitica frente a triEPA. Las variantes 425 y 747 mostraron unos porcentajes
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de hidrélisis un 50,3% y un 43,3% inferiores al control, respectivamente.

11.Los ensayos de actividad de las variantes 425 y 747 frente a producto comercial
que contiene mezclas de ésteres de PUFAs y acidos grasos saturados y
monoinsaturados (Eupoly-EPA®) confirmaron que ambas hidrolizaban los

ésteres de EPA un 55,6% y 43,7% peor que el control, respectivamente.
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