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RESUMEN

La termoestabilidad es una propiedad operacional deseada en las enzimas
destinadas a la industria azucarera. La invertasa de Saccharomyces cerevisiae,
enzima que se emplea actualmente en la producciéon de sirope invertido, es
termolabil. EI CIGB desarrollé anteriormente dos biocatalizadores termolabiles de
células vivas de las levaduras Hansenula polymorpha y Pichia pastoris
inmovilizadas en alginato de calcio que expresan en el periplasma la invertasa de
S. cerevisiae inducida por metanol con limitaciones operacionales. En este trabajo,
un gen con uso de codones optimizado que codifica la invertasa de Thermotoga
maritima (BfrA) se expreso de forma constitutiva a altos niveles en Pichia pastoris.
El incremento gradual de una a cuatro copias del gen sintético tuvo un efecto
aditivo sobre el rendimiento de BfrA sin causar toxicidad celular. La levadura
transgénica secretd BfrA activa al periplasma (44%) y al medio de cultivo (56%).
La ocurrencia de N-glicosilacion no afectd las propiedades cataliticas y la
termoestabilidad de la enzima recombinante. Este trabajo es el primer informe de
Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba. Vol.4, No.2, Afio 2014 2



produccion de una invertasa bacteriana termoestable (BfrA) en levaduras. Se
desarrollaron 3 modalidades de un biocatalizador termoestable (enzima libre,
enzima inmovilizada a matriz glicosil-sefarosa CL 4B y células no viables
atrapadas en alginato de calcio) que opera a alta concentracién de azucar de cafia
(70% inicial) y temperatura de pasteurizacion (60-70°C) y permite la hidrolisis total
del sustrato. El biocatalizador admite flexibilidad de operacion en sistemas
continuos y discontinuos con ciclos repetidos de reaccion. Su empleo para la
produccion comercial de sirope invertido de calidad alimenticia contribuiria a la
diversificacion de la industria azucarera cubana. Los resultados aparecen
publicados en Applied Microbiology and Biotechnology (FI 3,6), y en Food
Chemistry. (FI 3,3). Ademés, se han presentado en eventos internacionales y
cuenta con el aval de importantes especialistas en este topico.

COMUNICACION CORTA
Introduccién

Los siropes de azlcar invertido (igual proporcion de los azlcares reductores
glucosa y fructosa) elaborados por hidrélisis acida o enzimatica tienen alta
demanda en la industria alimenticia a nivel mundial por su alto poder edulcorante.
A nivel comercial la produccién de estos siropes se realiza a partir de la hidrolisis
enzimatica del azucar de cafla o remolacha a partir de la invertasa de la
Saccharomyces cerevisiae, ya sea en forma de crudo enzimatico, enzima
inmovilizada, o célula inmovilizada.

Hasta la fecha, en Cuba no existe una tecnologia enzimatica para la produccion de
siropes invertidos. En 1992 el CIGB obtuvo un premio otorgado por la Academia
de Ciencias de Cuba con el trabajo: “Biotecnologia de produccion de sirope
invertido de glucosa fructuosa utilizando microorganismos inmovilizados con alta
actividad de sacarosa invertasa recombinante”. Los biocatalizadores se basaron
en células vivas a partir de células inmovilizadas en alginato de calcio de las
levaduras Hansenula polymorpha y Pichia pastoris que acumulaban en el espacio
periplasmatico la invertasa (Suc2) de S. cerevisiae. Sin embargo, estos
biocatalizadores presentaron serios inconvenientes operacionales que impidieron
su implementacién a escala industrial tales como: 1-Uso de un sistema de
induccion por metanol para la expresiéon del gen suc2 en ambas levaduras
hospederas. El uso de metanol para la producciébn en gran escala es un
inconveniente ya que encarece el proceso productivo, es un reactivo altamente
inflamable, su manipulacion en grandes cantidades resulta peligrosa y no es
compatible con el medio ambiente. 2- Ambos biocatalizadores utilizaban células de
levaduras recombinantes vivas lo que desde el punto de vista ambiental resulta
riesgoso. Ademas, como resultado del metabolismo celular de estas células
viables existia burbujeo por liberacion de CO2 que hacia colapsar las columnas
que contenian las perlas con los microorganismos inmovilizados cuando se
operaba en procesos continuos de produccién atentando contra su reuso. 3-La
invertasa de S. cerevisiae se inactiva a temperaturas superiores a 45-500C lo que
resulta un inconveniente practico importante ya que cuando se trabaja a altas
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concentraciones de sacarosa es conveniente trabajar a 600C o més para evitar
contaminaciones microbianas y favorecer la difusion del sustrato al interior de las
perlas. 4- Entre un 5 y un 10% de la sacarosa utilizada como sustrato no se
convertia a Glucosa+Fructosa. A partir de estos antecedentes nos propusimos, en
una primera etapa a nivel de laboratorio, eliminar los principales inconvenientes de
los biorreactores anteriores por medio de una nueva estrategia que incluye a la B-
fructosidasa (BfrA) de Thermotoga maritima que es la invertasa mas termoactiva y
termoestable identificada hasta la fecha. A través de esta nueva linea de
investigacion, multiples copias del gen codificante para esta enzima se insertaron
en el genoma de la levadura hospedera P. pastoris para su expresion constitutiva
lo que permitid la inmovilizacién de las células de la levadura recombinante en
perlas de alginato o de la enzima libre sobre un soporte solido adecuado lo que
aporta las siguientes ventajas sobre los biocatalizadores anteriores: 1- No se
utiliza metanol para la expresion del gen bfrA, en su lugar azlicar de cafa. 2- El
biocatalizador que utiliza células inmovilizadas en alginato de calcio resulta desde
el punto de vista medio ambiental superior a los descritos anteriormente ya que al
operar a 60-700C, las células de la levadura son no viables y permite operar en
columnas al no haber emisiones de CO2 y mantiene la actividad enziméatica
intacta. 3- Se pueden reusar los biocatalizadores, hecho este que los hace mas
rentables. 4- La produccion enzimatica a escala industrial de sirope invertido a
temperatura de pasteurizacién (60-70°C) y solucion de sacarosa concentrada (60-
70%, p/v) deriva en un proceso mas eficiente y desde el punto de vista ambiental
Menos riesgoso ya que se evitan contaminaciones microbianas. 5- Se logra el
100% de conversion de sacarosa a glucosa+fructosa.

Como parte de esta investigacion, se presentan tres biocatalizadores
termoestables (enzima libre, enzima inmovilizada y células no viables
inmovilizadas en alginato de calcio) que operan a 60°C-70°C y pH 5,5 e hidrolizan
eficientemente la sacarosa altamente concentrada (70%) son compatibles con el
medio ambiente y resultan atractivos para la obtencion de sirope invertido a escala
industrial lo que constituye una alternativa para agregar valor comercial al aztcar
de cafa y diversificar su empleo en la industria alimenticia.

Resultados y discusion

Expresion constitutiva del gen sintético bfrA con el uso de codones
optimizado en Pichia pastoris

Pichia pastoris carece de actividad sacarolitica enddgena y constituye por tanto un
hospedero ideal para estudiar la expresion de invertasas heterélogas en
levaduras. Para la expresion Optima el gen sintético bfrA con el uso de codones
optimizado fusionado al péptido sefal del factor alfa de S. cerevisiae, se expresé
en P. pastoris bajo el control del promotor constitutivo GAP, fusionado por el C
terminal a una cola de 6 histidinas y al terminador AOX1. Con el aumento de la
dosis génica de una a cuatro copias del casete de expresion pGAP-bfrA-TAOX1
se logré un incremento proporcional de la suma de la actividad de la invertasa
(BfrA) en las células intactas recolectadas y la fraccion sobrenadante de 83 U/mL
Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba. Vol.4, No.2, Afio 2014 4



de cultivo de crecimiento a 229 U/mL, respectivamente sin causar toxicidad
celular. El analisis de transferencia por Southern blot confirmd la integracion desde
una hasta cuatro copias del gen foraneo en el genoma de la levadura.
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Figura 1. Integracion y expresion de multicopias del gen bfrA sintético con el uso de codones
optimizados en Pichia pastoris. a) Andlisis por Southern blot del ADN total de la cepa de P. pastoris
digerido con EcoRI y el fragmento de 1.3-kb EcoRI-Sall marcado con 32P del plasmido
pPGAPbfrA(1x)zeo. Los carriles corresponde a las cepas: 1- GS115, 2 -PpBfrA(1x), 3- PpBfrA(2x), 4-
PpBfrA(3x), 5- PpBfrA(4x). Tallas en kb reflejan la migracion del Marcador de peso molecular de
ADN 1kb (Promega) no tefido. b) Expresidn constitutiva del gen bfrA sintético en P. pastoris
durante la fementacion de cultivo incrementado: Las cuatro copias del clon PpBfrA(4x) fue crecida
en fermentador de 7 L a pH 5,5 y 30°C. La fase de alimentacién comenzé a las 20 h usando azucar
de cafia como fuente de carbono para el crecimiento. Muestras de cultivos (5 ml) fueron colectadas
a intervalos de 12 h y centrifugadas. La actividad BfrA fue ensayada en el sobrenadante del cultivo
(actividad extracelular) y la biomasa intacta (actividad periplasmatica). Las reacciones fueron
llevadas a cabo a velocidades iniciales con 120 mM de sacarosa en 100 mM de tampdn de acetato
de sodio pH 5.5 a 60°C. Una unidad es definida como la cantidad de BfrA recombinante que
hidroliza 1 ymol de sacarosa por min en las condiciones de reaccion mencionadas arriba.

Los clones con cuatro copias bfrA fueron generados por retransformar la cepa
PpBfrA(2x)His+4 con el plasmido pGAPbfrA(2x)Zeo digerido con Ndel, un sitio
anico creado en la region 5'’AX01 del vector para incorporar las dos copias extra
en tandem bfrA por sola recombinacion de cruce en el locus cromosémico AOX1
.Como era de esperar el patron de hibridacion del clon PpBfrA(4x) muestra un
aumento de la intensidad del fragmento de 2,47 kb (sitio EcoRI del gen bfrA del
primer casete al mismo sitio del casete consecutivo) correspondiente a las copias
integradas del gen en comparacioén con las otras dos bandas (Fig. 1a, carril 5),
(Menéndez y cols., 2013).

El clon de Pichia de expresion constitutiva con cuatro copias del transgén, PpBfrA
(4x), a escala de fermentador de 5 L en condiciones de crecimiento de cultivo
incrementado con fuente de carbono azucar refino, pH fijo de 5,5 y 30°C logro
rendimiento de biomasa total de 402 g/L y la actividad invertasa total (241
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unidades/mL de cultivo) a las72 h. En este punto, la secrecién de BfrA dio como
resultado la retencion en el periplasma (44%) y la liberacion extracelular (56%),
mientras que la productividad total de la enzima alcanz6 3,347 U/L/h (Figura 1b),
(Menéndez y cols., 2013).

BfrA activa secretada en Pichia pastoris es una glicoproteina

La enzima liberada extracelularmente que contiene la fusion de His6-C-terminal se
purific6 por cromatografia de afinidad de Ni, con un proceso de recuperacion de
90%. La proteina purificada migra como dos bandas definidas en SDS -PAGE con
masas moleculares estimadas de 58 y 53 kDa (Fig. 2a). Ambas bandas
reaccionaron con la lectina marcada con digoxigenina en un gel de Western blot
(Fig. 2c), revelando la presencia de cadenas de manosas. La eliminacion de los
oligosacaridos N-ligados por el tratamiento con endoglicosidasa-H resulté en una
Unica banda de proteina con una movilidad correspondiente a un tamafio aparente
de aproximadamente 50 kDa (Fig. 2d). Este valor es consistente con la masa
tedrica de 51,2 kDa calculadas para la BfrA N-desglicosilada madura con la cola
de polihistidina en la base de la estructura primaria, lo que confirma la ocurrencia
de N-glicosilacion durante el paso por la ruta secretora de la levadura (Menéndez
y cols., 2013).

a b C d
ka1 2 3 1 2 3 4 1 2 2 4 wpa 1 2 3 4.5
130 & - i Ease 28 116 -
D5 i— — : ';. = .. G —
T2 - - i
55 e D G | o) ";-- -
o pus R =
24 -
28 ' - ‘ 0
14 . '-

Fig. 2 Analisis de la glicosilacion de BfrA purificada por IMAC del sobrenadante de cultivo P.
pastoris del clon PpBfrA(4x). Las proteinas fueron desnaturalizadas y separadas en gel de SDS-
Poliacrilamida (12,5%) y reveladas por tincion con azul Coomassie (a, b y d), o transferida a una
membrana de nitrocelulosa y la deteccién de las cadenas de manosas con lectinas marcada con
digoxigenina (c). Carriles en a: 1, Marcador de proteinas pretefiido (Fermentas); 2, sobrenadante
de cultivo (10 pug de proteina total); 3, BfrA purificada(10 pg). Carriles en b y c: 1, Marcador de
proteinas pretefiido (Fermentas); 2, BfrA purificada (10 ug); 3, proteina control no-glicosilada (5
Mg); 4, Ribonucleasa-B glicosilada (5 pg). Carriles en d: 1, Marcador de proteinas de amplio rango
(BIO-RAD); 2, BfrA purificada (5 ug); 3, BfrA tratada con endoH (5 ug); 4, Ribonucleasa-B
glicosilada (5 ug); 5, Ribonucleasa-B glicosilada tratada con endoH (5 pg).

Eficiencia catalitica de la BfrA glicosilada purificada

La cinética de BfrA glicosilada purificada se analizé de acuerdo con el modelo de
Michaelis-Menten. Los valores de los parametros cinéticos cinéticas Vmax (3,333
pgmol min-1 mg-1), KM (51 mM), kcat (2,8 x 103 s-1) y kcat/KM (5,6 x 104 M-1 s-1)
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determinado para la hidrdlisis de sacarosa en tampdn acetato de sodio pH 5,5
medida a velocidades iniciales a 75°C mostraron valores similares a los reportados
para la enzima no glicosilada producida en E. coli (Menéndez y cols., 2013).

Biocatalizadores termoestables a escala de laboratorio empleados para la
hidrdlisis total del azGcar de cafa

Del sobrenadante de cultivo de la fermentacion del clon PpBfrA(4x) filtrado por 0,2
MM una parte se rotoevaporo a 60°C para obtener el biocatalizador de BfrA libre en
polvo y la otra se inmovilizé. El proceso de inmovilizacién de la BfrA extracelular
se realiz6 por un disefio racional utilizando el programa RDID1.0 para incorporar la
cantidad Optima de proteina/actividad/area de superficie del soporte Glyoxyl-
Sepharose CL 4B. Los grupos aldehidos de la Glyoxyl-Sepharose CL 4B activada
a pH 10 se unen irreversiblemente a los grupos g-amino de lisinas y el residuo N-
terminal de la enzima. La enzima inmovilizada (biocatalizador GSBfrA) a escala de
laboratorio realizé la inversion completa del azicar de cafa (70%) a las 9 h en un
reactor de tanque agitado a pH 5,5 y 60°C con 4 mg de biocatalizador/mL de
solucion de azucar de cafia y logré productividad de 22 g de sustrato hidrolizado/g
de biocatalizador/h (Figura 3a). La vida media de la enzima inmovilizada fue de 5
dias a 60°C en un reactor de columna de lecho fijo operado continuamente
alimentado a la velocidad de flujo constante de 5 ml/h de 70% de azucar de cafia
(Figura 3b), (Martinez y cols., 2014).

Las células de levadura provenientes de la fermentacion del clon PpBfrA(4x)
mantuvieron la actividad invertasa en el periplasma luego de tratamiento a 70°C
durante 30 minutos Las células no viables inmovilizadas en alginato de calcio
(biocatalizador PpABfrA) operan a escala de laboratorio en reactor de tanque
agitado con relacion 1:10 de peso de perlas (g)/ volumen de solucion de azucar de
cafa (mL) a 60°C.

En la figura 3c se observa la hidrélisis total del 70% del azicar de cafia a las 12 h
no asi a la hora de reaccion, con una productividad de 0,6 g de sacarosa
hidrolizada/g de biocatalizador/h (Figura 3a). La vida media de las células no
viables inmovilizadas en 15 reacciones discontinuas de 24 horas (15 dias) sobre
70% de azucar de cafia con pH libre y 100 rpm de agitacion en el reactor se
estimo de 14 dias (Figura 3b).
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Figura 3 Porcentaje de hidrélisis de sacarosa (70%) (a), Actividad residual (b) de los
biocatalizadores PpABfrA.y GSBfrA. Cromatografia liquida de alta resolucién de los
productos de la reaccion del biocatalizador PpABfrA (c). (a) Se tomaron muestras a diferentes
tiempos de reaccion para ambos biocatalizadores GSBfrA y PpABfrA, las reacciones se realizaron
utilizando las relaciones indicadas de peso de biocatalizador (g): volumen de reaccion (mL) a la
concentraciéon de 70% de sacarosa, pH 55 y 60°C, agitacion 100 rpm. (b) Con ambos
biocatalizadores se emple6 sacarosa al 70%, 60°C y pH libre. Con el biocatalizador PpABfrA se
realizaron reacciones de 24 h en un reactor discontinuo con agitacién a 100 rpm con una relacion
1:10 de peso de perlas (g), volumen de solucion (mL). Con el biocatalizador GSBfrA la reaccion se
realiz6 en una columna de 1 mL con 0,35 g de bioctalizador alimentado a un flujo de 5 mL/h. La
actividad es relativa al primer lote (100%) las reacciones. Los valores representan la media de tres
repeticiones del ensayo. La dispersién de los datos con relacién a la media fue menor del 5%. (c)
S: sacarosa, G: glucosa y F: fructosa. Determinacién de los productos a la hora y 12 h de reaccion
del biocatalizador PpABfrA sobre 70% de sacarosa.

Descripcion cientifico-técnica detallada del resultado
NOVEDAD CIENTIFICA DEL TRABAJO

1. Primer informe de produccion de una invertasa bacteriana termoestable en
levaduras. Se demuestra que la ocurrencia de N-glicosilacion en la invertasa de
Thermotoga maritima secretada en Pichia pastoris no afecta la eficiencia catalitica
en comparacion con la enzima nativa no glicosilada. (Menéndez y cols., 2013)

2. Primer informe de inmovilizacion de una invertasa (natural o recombinante)
proveniente de un microorganismo hipertermofilo. (Martinez y cols., 2014)

3. Primer informe de inmovilizacion de células enteras no viables de una levadura
recombinante con actividad invertasa y su empleo en la hidrolisis total del azucar
de cafia en ciclos de operacién continua a temperaturas de pasteurizacion.

IMPORTANCIA PRACTICA PRINCIPAL DEL TRABAJO

El clon PpBfrA(4x) de Pichia pastoris constituye una fuente de produccion
recombinante de la enzima invertasa termoestable de Thermotoga maritima a
escala industrial. (Menéndez y cols., 2013). El empleo del biocatalizador
termoestable (enzima libre, enzima inmovilizada y célula inmovilizada) para la
produccion comercial de sirope invertido de calidad alimenticia en Cuba
contribuiria a la diversificacion de la industria azucarera. (Menéndez y cols., 2013,
Martinez y cols., 2014).

1. Constitutive high level expression of a codon-optimized B-fructosidase gene
from the hyperthermophile Thermotoga maritima in Pichia pastoris (2013) C.
Menéndez, D. Martinez, L.E. Trujillo, Y. Mazola, E. Gonzélez, E. Pérez, L.
Hernandez (Applied Microbiology and Biotechnology 97 (3): 1201-1212). (FI 3.6)
(Esta en el 8vo lugar entre los diez articulos mas leido en el dominio BioMedlid
desde su publicacion en el 2013)

2. A thermostable exo-B-fructosidase immobilized through rational design (2014) D.
Martinez, B. Cutifio-Avila, E.R. Pérez, C. Menéndez, L. Hernandez, A. del Monte-
Martinez. (Food Chemistry, 14 (5): 826-831). (FI 3.3)
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Presentaciones en eventos cientificos (4 eventos con 1 conferencia invitada)

2011, Congreso Biotecnologia Habana, Habana, Cuba. (Nov 29-Dic 2); 2011, XX
Conferencia de Quimica, Universidad de Oriente, Santiago de Cuba, Cuba,
(Diciembre 2-11); 2012, VIII Congreso Internacional de Quimica, Ingenieria
Quimica y Bioquimica, La Habana (Octubre 9-12); 2013, IX Simposio
Latinoamericano de Produccion de alcoholes y levadura, La Habana, (Abril 08-11).

Trabajos premiados como Logro Institucional Anual del Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia 2012, Expresion constitutiva a altos niveles en Pichia
pastoris de una fructosidasa termoestable de origen bacteriano.

Avales Nacionales: Dra Alina Forrellat, Decana Fac Biol, UH (Centro de
Proteinas, grupo colaborador de esta propuesta a logro), Dr. Eduardo Ortega,
Fac Biol, UH. Internacionales: Prof. Sjef Smeekens, Univ Utrecht, Holanda; Prof.
Joe Gallagher, Univ Aberystwyth, UK; Prof. Francisco Plou, Inst Catélisis, Madrid,
Espafia; Prof. Marie-pascale Prud’homme, Univ Caen, France; Prof. Agustin
Lopez-Mungia, Inst. Biotecnol, Cuernavaca, México; Prof. Maria Angela Machado,
Inst. Botanica, Sao Paulo, Brasil; Prof. Ruth Heinz, INTA Castelar, Argentina.
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