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Introduccion

1. LACTOSUERO: DEFINICION, PROBLEMATICA Y
UTILIZACION.

1. 1. DEFINICION, COMPOSICION Y VARIEDADES.

Se denomina suero al liquido remanente tras la precipitacién y

separacion de la caseina de la leche durante la elaboracion del queso.

Este subproducto representa, aproximadamente el 85-90% del
volumen de la leche y retiene el 55% de sus nutrientes. Se encuentran entre
los mas abundantes las proteinas solubles, cuya proporcion oscila entre el
0,6 y el 0,8%, la lactosa en una concentracion del 4,5 al 5% y las sales
minerales que representan del 8 al 10% del peso seco (Kosikowsky, 1979).
Ademas contiene cantidades apreciables de lipidos (0,4-0,5%), calcio,
acido lactico y citrico, compuestos nitrogenados no proteicos (urea y acido
urico) y vitaminas pertenecientes al grupo B (Coton, 1976; Marwaha y

Kennedy, 1988).

Industrialmente se producen dos variedades de suero de leche

{Robbins y Lehrsch, 1998):

-Suero dcido: Se obtiene tras la acidificacion de la leche hasta pH
entre 2,5 y 3 para la coagulacion de la caseina. Presenta un color verde
claro y se genera en la fabricacion de quesos inmaduros {queso fresco). Un
inconveniente para su utilizacidén en productos alimenticios es su sabor
acido, o que hace disminuir la aceptabilidad de dichos productos (Weetall

et al., 1974; Mawson, 1994).



Secrecion de la f-galactosidasa de Kluyveromyces lactis

-Suero dulce: Su pH ocila entre 6-7. Se obtiene tras la incubacion de

la leche con fermentos para la fabricacion de quesos maduros.

1. 2. PROBLEMATICA.

Las tendencias actuales del mercado indican un incremento
paulatino a nivel mundial de la produccién de queso, que genera mas de
115 millones de toneladas de suero liquido -cada kg de queso produce
aproximadamente 9 kg de suero (Robbins y Lehrsh, 1998)- de los cuales 6
millones de toneladas cofresponden a lactosa (Smithers er al., 1996;
Berruga et al., 1997). A pesar del gran valor nutritivo y aplicaciones
tecnologicas de algunos componentes de este subproducto, asi como de las
numerosas investigaciones realizadas al respecto, en la actualidad, todavia
no se ha desarrollado ningiin proceso capaz de rentabilizar el tratamiento
de las importantes cantidades de suero que se producen y se vierten cada
afio, representando un importante problema medioambiental debido a su
elevada carga organica (DQO= 35.000-68.000 ppm y DBOs= 30.000-
60.000 ppm segin Berruga et al., 1997). Una central quesera que procese
100 Tm de leche por dia produce efluentes con aproximadamente la misma
carga organica que una ciudad de 55.000 habitantes (Sienkiewicz y Riedel,

1990).

La importancia en Galicia del sector lacteo en general y de la
industria quesera en particular es evidente. En 1996 se produjeron mas de
2.110 millones de litros de leche, suponiendo esta cifra el 32,4% de la
produccidn lactea espafiola y un 1,87% de la produccion total europea

(Prieto et al., 1997). Debido a la existencia de un volumen muy importante
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de produccion casera o artesanal sin registrar, es dificil ofrecer datos
fiables sobre la cantidad de leche destinada a la fabricacion de quesos. En
1994, se estimé que la fabricacion de derivados lacteos en Galicia genera,
como residuos, unos 180 millones de litros de suero al afio (Jornadas del
Aula de Productos Lacteos: “Alternativas al tratamiento del suero de

queseria”, Lugo, 1994).

1. 3. UTILIZACION.

Sin ningln tratamiento, el lactosuero se suministra reemplazando el
agua de bebida en las corrientes de abastecimiento para alimentacion
animal. En otros casos, se emplean excedentes de suero como fertilizante
agricola de pastos, para obtener algin beneficio a causa del depésito de
sales aunque también puede disminuir la aptitud de la tierra para

determinados cultivos (Robins y Lehrsch, 1998).

En la Unién Europea, en los afios 80 Unicamente un 53% del suero
era transformado para su aprovechamiento, utilizindose aproximadamente
el 30% como suero de leche en polvo, el 15% como lactosa y productos de
su hidrdlisis y el resto como concentrados de proteinas de lactosuero

(Marwaha y Kennedy, 1988).

A continuacién se mencionan varias alternativas posibles para la
utilizacion de los excedentes de suero de leche que requieren algiin

tratamiento previo del mismo (Figura 1).
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Figura 1: Tratamientos del suero y productos que pueden obtenerse a partir del mismo
(modificado de Vicente, A. M., Resimenes de las Jornadas del Aula de Productos Lacteos:
“Alternativas al tratamiento del suero de queseria”, Lugo, 1994).

1. 3. 1. Suero de leche concentrado o en polvo.

Al eliminar el agua total o parcialmente, secando o concentrando el
suero, se mantiene durante mas tiempo la misma calidad del suero liquido y

resulta mas facil su manipulacion y transporte.

Se pueden preparar diferentes modalidades como: suero completo,
desmineralizado, sin lactosa, desproteinizado, enriquecido en grasas (Yves,
1979; Anon, 1983; Hall e Iglesias, 1997).

El mayor mercado para estos productos lo constituye la alimentacién

animal, solo pequefias cantidades se usan en alimentacion humana
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(industrias de panificacion, heladeria, derivados de productos lacteos). La
dificultad para su utilizacién en alimentacion humana estriba en tener un
sabor excesivamente salado asi como en la variabilidad de su composicion
y de los tratamientos a los que es sorﬁetido, lo que da lugar a texturas y

gustos diferentes en los productos elaborados (Zadow, 1992).

1. 3. 2. Concentrado de proteinas del lactosuero (Whejz protein

concentrate, WPC).

Se entiende como tal, todos aquellos productos derivados del

procesado del suero con un contenido proteico del 30-60% (Kosikowski,

1979),

Excepto en los casos en los que el suero completo se deséca, el
primer paso en los procedimientos de utilizacién de este subproducto lo
constituye la recuperacion de las proteinas, para lo cual se han ensayado
diversos procedimientos, como son: la coagulacién por calor (Stevenson et
al., 1996), la 6smosis inversa, la separacion por exclusion molecular y la
ultrafiltracion (Outinen et al., 1996). Este Gltimo es el mas generalizado
pues presenta varias ventajas (Evans y Gordon, 1980): un menor costo y
mayor velocidad, no hay desnaturalizacidn proteica y el concentrado de

proteinas carece de sales haciéndolo utilizable en alimentaciéon humana.

Las proteinas del suero constituyen aproximadamente el 20% de las
proteinas de la leche. Las mas importantes son, la B-lactoglobulina (54%) y
la a-lactoalbumina (21%) (Smithers er al, 1996). En una menor
proporcion aparecen las inmunoglobulinas (10%) (Konecny er al., 1994),
la seroalbumina bovina (5%) y proteosa peptonas (0,23%) (Evans y

Gordon, 1980). Estas proteinas son globulares y existen como moléculas
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discretas. Comparandolas con las caseinas, son mds sensibles al calor,
menos sensibles al calcio y ademds pueden formar dimeros o polimeros por
medio de enlaces disulfuro (Lorenzo, 1988), su contenido medio en cistina
(1,35%) es superior al de las proteinas de Ia leche en su conjunto (0,36 %)

(Yves, 1979).

Entre las caracteristicas tecnoldgicas de las proteinas del lactosuero

destacan (Evans y Gordon, 1980):

-Del analisis de su contenido en aminodcidos esenciales se deduce
que son, de entre las proteinas de la leche, las que poseen la mayor eficacia

alimentaria (Smithers et al., 1996).

-Representan un importante aporte de lisina (10,5% frente al 7,75%
de las proteinas totales de la leche), lo que las hace iddneas tanto para
complementar dietas basadas en cereales (pobres en lisina) como para la
elaboracion de productos de coccién en los que se deban producir

reacciones de Maillard (aroma y coloracion).

-Se unen facilmente a otras proteinas modificando sus caracteristicas

fisicas.

-Tienen una importante capacidad de retencion de agua, y también

de formacion de espuma en ausencia de materia grasa.

-Favorecen la formacion de emulsiones con el agua y la materia

grasa.

Ademas de las importantes aplicaciones que tiene el WPC y de su
alto valor comercial (Perea et al., 1993; Margot et al., 1994; Dalev, 1994,
Smithers et al., 1996), su preparacion presenta ventajas adicionales ya que

facilita el aprovechamiento del permeado pues las proteinas provocan
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procesos de floculacién de las levaduras cultivadas sobre el suero de leche,
lo que ocasiona la inhibicién de las fermentaciones. Hoy en dia los
procesos basados en cultivos microbianos sobre permeado de suero de
leche se presentan como las alternativas mas rentables en la transformacion

de los excedentes de este material (Castillo, 1990).

Es importante tener en cuenta que la separacion de las proteinas no
soluciona ¢l problema de la DQO creada por la lactosa remanente en el
permeado (Mawson, 1994), de ahi que resulten de interés las diversas
posibilidades para la utilizacion de dicho azicar (Coton, 1976; Castillo,

1990; Berruga et al., 1997).

1. 3. 3. La lactosa y sus derivados.

La lactosa es el disacérido (galactosa-glucosa, enlace B-1,4)
caracteristico de la leche, siendo ésta su Unica fuente natural. Constituye la
mayor parte del potencial contaminante del suero, ya que es el componente
que aporta la mayoria de la carga organica (Berruga ef al., 1997). Se separa

del suero por cristalizacién.

Es importante fisioldgicamente para los mamiferos (Yves, 1979): a
nivel estructural, facilita la fijacion del calcio y la formacion del esqueleto,
a nivel intestinal, se hidroliza en sus monosacaridos constituyentes, de los
cuales la galactosa es indispensable para la formacion de las células
cerebrales del sistema nervioso central. Por otro lado, la transformacion de
la lactosa en acido lactico contribuye a mantener el grado necesario de
acidez intestinal. Sin embargo, existen individuos con incapacidad para

metabolizar la lactosa, de ahi el interés en obtener leche o productos
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lacteos con bajo contenido en este disacarido (Coughlin y Charles, 1980;

Somkuti y Holsinger, 1997; Leis et al., 1997).

Entre sus caracteristicas tecnoldgicas destacamos las siguientes

(Yves, 1979):

-Posee un débil poder edulcorante (40% del de la sacarosa), lo cual
es interesante para su utilizacion en productos farmacéuticos como
excipiente. Ademas, se plastifica por compresion, lo que facilita su

utilizacion en comprimidos.

-Este poder edulcorante se puede incrementar, hasta el 70% del de la
sacarosa, por hidrdlisis hasta glucosa y galactosa, y aln mas si
posteriormente la glucosa se isomeriza a fructosa. La hidrdlisis incrementa
también la solubilidad de la lactosa y favorece, por tanto, el uso del suero
en productos de confiteria, helados, etc., asi como su utilizacién como
sustrato para numerosas fermentaciones (Gekas y Lopez-Leiva, 1985;

Marwaha y Kennedy, 1988).

-Su punto de fusion es relativamente bajo, 202°C, lo que constituye

una ventaja si se pretende la formacién de reacciones de Maillard.
-Tiene doble capacidad de fijacion de aromas que la sacarosa.

Aunque la produccion de lactosa de suero de leche se ha
incrementado constantemente a escala internacional desde 1940, las
cantidades de lactosa purificada que se producen requieren el uso de
solamente el 5% del suero disponible (Moulin y Galzy, 1984). Se estan
investigando usos alternativos, la mayoria de ellos basados en la
fermentacion directa de la lactosa o la fermentacion de la glucosa y

galactosa obtenida por hidrdlisis de la lactosa (Tin y Mawson, 1993; Nolan
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et al., 1994; Berruga et al., 1997). Otras alternativas para [a utilizacion de

la lactosa son:

-Reduccidn a lactitol, no digerible para los humanos, y cuyo poder
edulcorante es ligeramente superior al de la lactosa. Se usa como un

aditivo en dietas bajas en calorias (Sienkiewicz y Riedel, 1990)

-Isomerizacion a lactulosa, disacérido utilizado en farmacologia. Se
sintetiza por isomerizacion de la lactosa en una solucidn alcalina (Dendene

et al., 1994; Kozempel y Kurantz, 1994 ay b).

-Produccion de lactosilurea que es usada como una fuente de

nitrégeno no proteico en alimentacion animal (Moulin y Galzy, 1984,

Sienkiewicz y Riedel, 1990).

1. 3. 4. Fermentacion alcohdlica.

Uno de los inconvenientes para utilizar el suero como sustrato de la
fermentacién alcoholica radica en que el nimero de microorganismos
capaces de metabolizar directamente la lactosa a etanol es muy reducido, y
los que hay son de crecimiento lento o se inhiben con moderadas
concentraciones de azucar y de etanol (Moulin y Galzy, 1984). En general,
la produccién de etanol a partir de suero no concentrado no resulta
economica, pues los niveles que se obtienen son del 2-2,5%, lo que
implica, por una parte, elevados costes de destilacion para separar este
alcohol (Tin y Mawson, 1993), y por otra parte, tampoco es suficiente para

fabricar vino.

A pesar de que hay diversos trabajos en la bibliografia cuyo objetivo

es la busqueda de microorganismos capaces de producir etanol
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directamente sobre lactosa, hasta ahora no se ha encontrade ninguno que
mejore los rendimientos logrados con Kluyveromyces fragilis (Pau] et al.,
1998). Recientemente cepas de Candida pseudotropicalis han mostrado
rendimientos razonables de etanol a partir de lactosa y suero de leche
-concentrado (Szcz;)drak et al., 1997). La levadura conocida de mayor
capacidad fermentadora y ampliamente utilizada en la industria cervecera,
Saccharomyces cerevisiae, carece de lactosa pérmeasa (la funcion de este
transpdrtador de lactosa es controlar la entrada del azucar en la célula) y de
B-galactosidasa intracelular . con lo cual es incapaz de fermentar
directamente la lactosa a etanol (Russel, 1986; Castillo, 1990). Una
alternativa interesante consiste en la hidrélisis de la lactosa por B-
galactosidasa de otros microorganismos y posterior fermentacién por S.
cerevisiae (Champagne y Goulet, 1988). Este proceso se puede desérrollar
en dos pasos o en uno sélo, con cultivos mixtos o con la enzima y la
levadura coinmovilizadas. No obstante, cuando 5. cerevisiae usa la mezcla
de glucosa y galactosa como fuente de carbono, manifiesta un crecimiento
diduxico y baja produccion de etano! (Coughlin y Charles, 1980). Otra
desventaja de estos procesos es el alto precio de la [P-galactosidasa

(Sienkiewicz y Riedel, 1990).

Una alternativa, que en la actualidad se estd investigando
intensamente y a la cual contribuimos con este trabajo (se describira con
mads detalle en el capitulo 5 de los resultados y discusion), consiste en la
construccién de cepas de S. cerevisiae capaces de utilizar la lactosa y, de
este modo, conseguir que la levadura se desarrolle directamente sobre el
suero de leche, produciendo etanol, biomasa o alglin otro producto de

interés (Sreekrishna y Dickson, 1985; Russel, 1986; Vanoni et al., 1989;

12
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Jeong et al,, 1991; Porro et al., 1992 b; Kumar et al., 1992; Compagno et
al., 1993; Rubio-Texeira et al., 1998).

1. 3. 5. Biogas.

La digestion anaerdbica produciendo metano que puede ser usado
directamente como una fuente de energia in situ ha sido abundantemente
empleada en el tratamiento de residuos industriales (Patel y Madamwar,

1996).

Varias cepas diferentes de bacterias anaerdbicas convierten primero
los componentes individuales del suero (lactosa, proteinas y lipidos) en
acidos volatiles tales como acido acético, y éstos en metano y dioxido de
carbono, formandose biogds (una mezcla de metano:CO; en relacion 60:40
0 50:50) (Kemp y Quickenden, 1989; Sienkiewicz y Riedel, 1990). No
obstante, aunque se reduce considerablemente la DQO, los efluentes de los
procesos anaerébicos no son adecuados para verter directamente y se

requiere algiin proceso aerdbico posterior (Mawson, 1994).

1. 3. 6. Produccion de proteina de origen unicelular (Single-cell

protein, SCP).

La obtencidn a escala industrial, a partir de suero de leche, de
biomasa microbiana para usar como alimento se realizé por primera vez en
Francia, en las industrias Le Bel (patente de 1955} (Moulin y Galzi, 1984).
Se hacen crecer preferentemente levaduras que utilizan directamente la
lactosa (Kluyveromyces fragilis y K. lactis) sobre permeado de suero de

leche, ya que estos microorganismos no pueden utilizar las proteinas, y
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ademds éstas provocan la floculacion de las levaduras, lo que inhibe las
fermentaciones (Mansour et al.,, 1993). Los tnicos elementos nutritivos
indispensables son lactosa, sales minerales y vitaminas del grupo B,
aunque puede ser necesario suplementar con N y P, dependiendo del suero

usado (Kosikowski, 1979).

L_os cultivos tienen lugar en continuo, manteniéndose durante mas de
12 meses sin detenciones. Se han definido las condiciones de cultivo para
la mayor parte de las levaduras estudiadas encontrandose valores de pH
optimo comprendidos entre 2,4-6,2. Aunque muchas cepas presentan
mayores velocidades de crecimiento y rendimiento a 38°C, la mayor parte
de los autores usan 30°C. Se recomiendan temperaturas altas y pH bajos,

porque reducen el riesgo de contaminaciones (Castillo, 1990).

En el caso de las industrias Le Bel, el rendimiento en levadura seca
es del 50% del peso de la lactosa utilizada. Las levaduras se recogen por
centrifugacion y se calientan a 85°C para de este modo plasmolizar las
células. Finalmente se secan en unos cilindros y torres de atomizacion. La
biomasa obtenida contiene un 48-52% de proteinas, equilibradas en
aminodicidos y ricas en lisina, vitaminas del grupo B, vitamina C y factores
biologicos importantes como el glutatién. El producto se comercializa con

el nombre de PROT/BEL (Yves, 1979).

En 1983 se implanto el primer proceso industrial para la produccion
de levadura de panaderia (Saccharomyces cerevisiae) a partir de suero en
Kentucky por la Nutrisearch Company. El proceso implica la hidroélisis de
la lactosa en el permeado de suero de leche por lactasa inmovilizada

seguida de la fermentacidn de la glucosa-galactosa (Castillo, 1990).
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1. 3. 7. Hidrdlisis de la lactosa.

Debido a que existe un numero muy superior de microorganismos,

con interés comercial, capaces de metabolizar la glucosa y galactosa que de
_utilizar directamente la lactosa como fuente de carbono, la hidrélisis previa
de este disacarido a sus monosacéridos constituyentes aumenta
notablemente ¢l niumero de bioproducciones que pueden obtenerse a partir
del suero de leche (Van Huynh y Decleire, 1982). Por otra parte, segun se
ha expuesto anteriormente, tanto el poder edulcorante como la solubilidad
de la lactosa, aumentan tras la hidrolisis favoreciendo el uso del jarabe
glucosa-galactosa obtenido en productos alimenticios. Este proceso
también permite la elaboracion de leche con reducido contenido en lactosa
para paliar el problema de intolerancia a la misma que sufren algunos
individuos. Sélo en Estados Unidos, el consumo de derivados lacteos con
bajo contenido en lactosa supone unos 78 millones de ddlares, siendo un
mercado en continua expansion (Somkuti y Holsinger, 1997). Esta
hidrélisis puede realizarse por dos vias: acida y enzimatica, siendo esta

ultima la preferida.

La hidrélisis acida (Gekas y Lopez-Leiva, 1985) se puede producir
en fase homogénea (el acido libre en la disolucidn) o en fase heterogénea
(empleandose una resina de intercambio i6nico). Se obtiene un 80% de
conversion a pH 1,2 y a 150°C. Es un método sencillo y de bajo coste, pero
presenta una serie de inconvenientes: las severas condiciones
operacionales provocan la desnaturalizacion proteica; se necesita realizar
una desmineralizacion previa del suero pues las sales minerales desactivan
el 4cido; aparicion de color marrédn por las reacciones de Maillard que hace
necesario un proceso de decoloracidn con carboén activado; y la formacion

de subproductos no deseados.
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La hidrélisis enzimatica se produce mediante la enzima lactasa o -
galactosidasa (EC. 3.2.1.23) que se encuentra en organismos animales,
plantas, bacterias, hongos y levaduras, si bien los preparados cometciales
disponibles y reconocidos como aptos para el consumo humano (Generally
Regarded As Safe, GRAS) proceden sélo de unas pocas especies de
levaduras y microhongos siendo los mas importantes Kluyveromyces lactis
y K. fragilis, Aspergillus niger y A. oryzae (Coughlin y Charles, 1980;
Gekas y Lopez-Leiva, 1985; Machado y Linardi, 1990; Barberis y Gentina,
1998). La utilizacion en industrias alimentarias de [-galactosidasa
bacteriana (obtenida fundamentalmente a partir de Escherichia coli) se
descarta por no cumplir las normas sanitarias requeridas (Gekas y Lopez-

Leiva, 19835).

Los microhongos secretan esta enzima extracelularmente lo que
facilita su recuperacién del medio de cultivo, si bien la produccién de
enzima es menor que en levaduras. Su pH optimo es acido y posee baja
actividad a valores superiores al éptimo, con lo cual sélo se puede usar
para hidrolizar la lactosa en sueros de tipo 4cido. La B-galactosidasa de
levaduras es intracelular, siendo su pH 6ptimo proximo a la neutralidad, lo
que la hace adecuada para la sacarificacion de la leche y del suero dulce. A
pesar de los numerosos estudios realizados, la produccion y utilizacion de
esta enzima resulta problemética debido a los elevados costos de
extraccion asi como a su baja estabilidad (Goughlin y Charles, 1980;
Gekas y Lopez-Leiva, 1985; Stredansky ef al., 1993). Con el objetivo de
mejorar la produccion de B-galactosidasa a partir de suero de leche se han
propuesto cultivos por lotes o fed-batch (Siso, 1994) y cultivos en estado

solido (Becerra y Siso, 1996).
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Algunas B-galactosidasas pueden ser inactivadas por la presencia de
grupos sulfidrilo y por metales pesados. Requieren cofactores catiénicos
como Mn"? y Mg™. Son usualmente inhibidas por galactosa (Portaccio et
al., 1998) y algunos galactosidos pero no por glucosa, aunque en K
fragilis también se inhibe por glucosa. La lactosa induce la sintesis de -
galactosidasa en K fragz’lz’s y K. lactis que estdn sujetas a represion

catabdlica (Castillo, 1990; Berruga et al., 1997).

La hidrolisis se puede realizar en fase homogénea, con la enzima
libre en el suero de leche, manteniendo la mezcla en condiciones
adecuadas de pH y temperatura hasta obtener el grado de hidrélisis

deseado. Este sistema resulta poco rentable debido al elevado precio de la

B-galactosidasa y a su inestabilidad.

En la hidrélisis en fase heterogénea, la enzima se encuentra
inmovilizada sobre diversos soportes o insolubilizada por polimerizacion.
Estos procesos pueden desarrollarse en continuo y ofrecen la posibilidad
de reutilizar la enzima con la consiguiente reduccidn en los costos. El
primer preparado de lactasa inmovilizada data de 1968, desde entonces se
han desarrollado numerosas variantes (Gekas y Lopez-Leiva, 1985; Bodalo
et al, 1991; Illanes et al,1990; Ortega-Lopez et al., 1993; Irazoqui y
Batista-Vieira, 1994; Siso et al., 1994; Mammarella y Rubido, 1996;
Ovsejevi et al., 1998; Portaccio er al., 1998), si bien muy pocas se estan
utilizando en plantas industriales. El método mas utilizado es el de la
copolimerizacion con glutaraldehido, compuesto que no plantea problemas

desde el punto de vista de la utilizacién de los productos en alimentacion.

En la practica, un inconveniente de la hidrolisis enzimatica de la

lactosa radica en que, algunas veces, va seguida de la polimerizacién de la
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galactosa o de la unioén de la lactosa para formar oligosacaridos (Guy y
Bingham, 1978; Gekas y Lopez-Leiva, 1985; Loépez-Leiva y Guzman,
1996; Sheu et al., 1998) haciendo dificil obtener mas del 75% de
hidrélisis.

Una posibilidad, que todavia no se ha desarrollado lo suficiente,
consiste en la utilizacion de las células enteras como catalizadores (Siso,
1996). A este respecto, existen estudios que avalan la viabilidad de este
proceso pues citan que es posible obtener similares resultados con células
de K. fragilis y K. bulgaricus que con la enzima extraida de ellas (Decleire
et al., 1986). El inconveniente mas importante, derivado de la reducida
permeabilidad de las membranas celulares para la lactosa asi como de la
fermentacion no deseada de los productos de hidrolisis, puede ser
solventado por tratamiento de las células con diversos compuestos
guimicos (Siso et al, 1992; Somkuti y Holsinger, 1997). La
inmovilizacion de células ofrece ventajas adicionales principaimente
cuando la enzima es intracelular e inestable ya que los procesos de
extraccion y/o purificacion de la enzima son innecesarios y por tanto se
reducen los costos; ademas, el rendimiento en actividad enzimatica y la
estabilidad operacional son superiores y las levaduras pueden ser
reutilizadas (Karel er al,1985; Toldra y Lequerica, 1986). Se ha
desarrollado un procedimiento para la sacarificacién del suero de leche
usando células enteras de K. lactis inmovilizadas en carozo de maiz y

permeabilizadas con etanol (Siso y Doval, 1994).
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1. 3. 8. Otras bioproducciones.

Ademas de las citadas, también se ha investigado la produccion por
diversos microorganismos a partir de suero de leche, fundamentalmente
hidrolizado, de: acido lactico (Zayed y Zahran, 1991; Roukas y
Kotzekidou, 1991; Chiarini et al., 1992; Norton et al., 1994), acido
propiénico (Blanc y Goma, 1989; Colomban et al., 1993), 4cido acético
(Yang y Silva, 1995), acido oxalico (Bohlmann ef al., 1998; Cameselle et
al., 1998), poligalacturonasa {Garcia-Garibay et al, 1987), giberelinas
(Kahion y Malhotra, 1986), amilasas (Machado y Linardi, 1990), glicerol
(Rapin et al., 1994), proteasas (Ali y Mohamed Roushdy, 1998), poli-3-
hidroxibutirato (Yellore y Desai, 1998), oligosacaridos (Belem y Lee,
1998; Rustom et al., 1998), derivados de ARN (Belem y Lee, 1997, 'Belem
et al., 1997), oligopéptidos (Belem et al., 1999), lisozima (Maullu ef al.,
1999), otras enzimas (Friend y Shahani, 1979; Foda, 1981; Méndez et al.,
1989), etc.

2. ESTRATEGIAS PARA LA OBTENCION DE UNA f-
GALACTOSIDASA CON UN COSTE REDUCIDO.

Como se ha comentado en el apartado anterior, la hidrélisis
enzimatica de la lactosa con [-galactosidasa constituye la base de los
procesos biotecnolégicos mas prometedores que estan siendo desarrollados
actualmente para aprovechar el azicar del suero de leche. La pB-

galactosidasa de levaduras, en concreto del género Kluyveromyces, es la
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fuente mas importante de esta enzima. No obstante, como se ha
mencionado, la produccién y el uso industrial de esta enzima intracelular

son problematicas.

En este trabajo se han estudiado dos planteamientos diferentes para
conseguir una reduccion en el coste de la preparacién enzimatica, por una
parte, mediante cultivos en estado sélido, que presentan una serie de
ventajas frente a los cultivos liquidos tradicionales y, por otfa, mediante
modificaciones genéticas para conseguir que la enzima sea liberada al

medio de cultivo.

2. 1. CULTIVOS EN ESTADO SOLIDO (SOLID STATE
FERMENTATIONS, SSF).

El término fermentaciones en estado sélido se refiere al crecimiento
de microorganismos sobre materiales solidos en ausencia de agua libre
(Cannel y Moo-Young, 1980 a, Pandey, 1992). El soporte, no obstante,
debe contener absorbida la suficiente humedad, puesto que por debajo del
12% cesa la actividad biologica de los microorganismos {(Cannel y Moo-
Young, 1980 a). La baja cantidad de agua disponible en las SSF limita el
namero de microorganismos empleados, siendo los hongos los mas usados,
seguidos de las levaduras y en menor nimero las bacterias (en el caso del
composting). Los microorganismos responden a una cantidad de agua
reducida en el medio de crecimiento incrementando la concentracion de
uno o varios componentes intracelulares que actian como
osmorreguladores, protectores de actividades enzimdéticas, o como una

reserva alimenticia (Hahn-Hégerdal, 1986). En algunos casos se produce la
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excrecion de proteinas intracelulares al medio, como ocurre con la o-

galactosidasa (Pandey, 1991; Shankaranand ef al., 1992).

En general, se distinguen dos clases de cultivos en estado sélido
(Pastrana, 1996): la primera se refiere a aquellos cultivos en los que el
material sdlido, insoluble en agua y humedecido, actita al mismo tiempo
como principal fuente de nutrientes y como soporte fisico para el
microorganismo. En ocasiones, ademas, el sustrato se enriquece con
nutrientes adicionales a fin de mejorar la produccién. En la segunda clase,
se consideran los cultivos en los que el soporte es un sélido
nutricionalmente inerte que actGia Unicamente como lugar de anclaje del
microorganismo, y que, para el cultivo, se embebe en una solucion

nutritiva.

Como soporte se pueden emplear muy diversos materiales como
granos de cereales (0 alguna parte de ellos), semillas oleaginosas, residuos
agricolas o forestales (Muniswaran et al., 1994; Muniswaran y Charyulu,
1994; Castillo er al., 1994). También se encuentra descrito el uso de
materiales inorganicos como la vermiculita, la perlita, o la amberlita

(Aidoo et al., 1982; Zhu et al, 1994).

Originariamente, la técnica procede de formas tradicionales de
producciéon de bebidas y alimentos fermentados (pan y queso son los
ejemplos clasicos), pero fue sobre todo en los paises orientales donde
experimentd un mayor desarrollo. La introduccion de la aplicacién
industrial de esta modalidad de cultivo en el mundo occidental a finales del
siglo pasado, se debi6 a la utilizacion del proceso koji para la obtencion de
amilasas (Aidoo et al, 1982). Actualmente persisten tres procesos

tradicionales de SSF que alin estan en funcionamiento: la produccién de
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comidas orientales como el shoyu (salsa picante de soja), miso (pasta usada
en el desayuno o como sopa) o bebidas alcohdlicas como el sake; la
produccién de quesos tipo Roquefort o Camembert; y las fermentaciones

de residuos agricolas y forestales para producir abonos (composting).

Las SSF presentan una serie de ventajas frente a otros
procedimientos de fermentacion que las hacen especialmente atractivas y
con grandes expectativas futuras (Hesseltine, 1972; Ralph, 1976, Cannel y
Moo-Young, 1980 a; Aidoo et al., 1982; Kumar y Lonsane, 1989;
Pastrana, 1996):

1.-Simplicidad de los medios de cultivo, ya que generalmente un

{inico sustrato proporciona casi todos los nutrientes necesarios.

2.-Fermentadores con menores requerimientos espaciales, ya que los
sustratos se utilizan mas concentrados y no se necesitan grandes

volumenes de agua.

3.-Mayor simplicidad en el disefio de los fermentadores y de los

sistemas de control.

4.-Mayores facilidades para la obtencion y aplicacion del inéculo,
pudiendo utilizarse las esporas directamente en la mayor parte de las

situaciones.
5.-Facilidad para el escalado de los procesos.

6.-Necesidades reducidas de disolventes para la extraccion de los

productos.

7.-Rendimientos comparables, e incluso superiores, a los
correspondientes procesos en cultivo sumergido (Lonsane ef al., 1985;

Becerra y Siso, 1996).
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8.-Reducido riesgo de contaminaciones bacterianas, menos aptas
para soportar la baja actividad de agua que caracteriza a estos sistemas.

Posibilidad, en ocasiones, de trabajar incluso en condiciones no asépticas.

9 -Elevada aireacion del sistema, lo que hace a esta modalidad de
cultivo especialmente adecuada a aquellos procesos que impliquen un

metabolismo oxidativo intenso.

10.-Bajos requerimientos energéticos. A menudo no es preciso

autoclavar, airear ni agitar.

11.-Ambiente similar al de los habitats naturales de los

microorganismos utilizados.
12.-Reducido volumen de efluentes.

Complementariamente;, entre los inconvenientes inherentes al
sistema deben mencionarse (Hesseltine, 1972; Ralph, 1976; Cannel y Moo-
Young, 1980 a; Aidoo et al., 1982; Kumar y Lonsane, 1989; Pastrana,
1996):

1.-Frecuente necesidad de pretratamiento de los sustratos (molienda,
prehidrolisis parciales).
2. -Dificultad para mantener los niveles dptimos de humedad durante

la fermentacion (Dorta et al., 1994).

3.-Ausencia de métodos analiticos simples para determinar el

crecimiento microbiano.

4.-Dificultad de control y regulacién de variables del cultivo como
temperatura, humedad, pH y oxigeno libre durante el proceso (Auria et al.,

1992).
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5.-Dificultad para la agitacion en aquellos procesos que asi lo

requieran.

6.-Frecuente necesidad de indculo voluminoso (Roussos et al.,

1991).

7.-Escasez de diseflos y desarrollos de ingenieria para la
construcciéon de los fermentadores, asi como para ciertas operaciones
(inoculacién, extraccién de los productos) (Cannel y Moo-Young, 1980 b;

Lonsane et al., 1985; Gowthaman et al., 1995; Fernandez et al., 1996).

Hoy en dia, entre muchas de las aplicaciones industriales de los
cultivos en estado sdlido, se encuentran la produccién de: amilasas
(Ramesh y Lonsane, 1987, Murado, 1997; Torrado et al., 1998), lipasas
(Bhushan et al., 1994), celulasas (Muniswaran et al., 1994; MunisWaran y
Charyulu, 1994), xilanasas (Wiacek-Zychlinska et al, 1994; Castillo et al.,
1994), acido giberélico (Kumar y Lonsane, 1987, Pastrana et al., 1995},
dcido citrico (Shankaranand et al., 1992; Pintado et al., 1998), toxinas
(Hesseltine, 1972), antibidticos y otros metabolitos de interés (Pandey,

1992), SCP (Jwanny et al., 1995), etanol (Kumar et al., 1998), etc.
2. 2. MODIFICACIONES GENETICAS.

Dentro del campo de las modificaciones genéticas para promover la
secrecion de proteinas intracelulares existen varias vias. Una de ellas se
basa en fusionar al gen la secuencia de un péptido sefial de secrecion
heter6logo. Otra posibilidad consiste en la utilizacion de mutantes con un

fenotipo supersecretor o autolitico. Ambas son analizadas a continuacion,
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2. 2. 1. Produccion de proteinas heterélogas por levaduras.

La secrecion de proteinas heterdlogas en el medio de cultivo puede
ser una manera conveniente de obtener grandes cantidades de estas
_proteinas heterdlogas en una forma relativamente pura, sin contaminantes
de proteinas celulares y abaratando los costos asociados a la extraccién y

purificacién de la proteina (Romanos et al., 1992).

Las levaduras son hospedadores atractivos para la produccion de
proteinas heterélogas. Presentan una serie de caracteristicas favorables

(Buckholz y Gleeson, 1991): por una parte, al ser microorganismos
unicelulares, presentan las ventajas de los sistemas bacterianos en cuanto a
la facilidad de su manipulacion y rapidez de crecimiento; por otra,
presentan una organizacion subcelular eucaridtica capaz de llevar a cabo
los procesos de modificacion post-traduccional de muchas proteinas de
mamiferos. Ademds, las levaduras se han utilizado durante siglos en la
elaboracion del pan y de la cerveza y sus propiedades de crecimiento y

metabolismo han side bien estudiadas.

La mayoria de las proteinas recombinantes producidas por levaduras
se han expresado usando Saccharomyces cerevisiae como sistema
hospedador. La eleccion de este organismo se ha basado en los
conocimientos adquiridos durante afios de su genética y fisiologia. Ademas
se considera un organismo GRAS permitiendo su uso en la industria de la

alimentacion.

No obstante, presenta ciertas limitaciones como hospedador para la
expresion de proteinas heterologas (Buckholz y Gleeson, 1991; Miiller et
al., 1998): las producciones son generalmente bajas, alcanzando un

maximo de 1-5% de proteina total, incluso con promotores fuertes;
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también la estabilidad plasmidica es baja, reduciendo el crecimiento y la
productividad; se produce una considerable hiperglicosilacion de las
proteinas secretadas, generando propiedades inmunoldgicas inadecuadas
para usos farmacéuticos (Karine et al., 1994). Por todas estas razones y
porque permite obtener mayores concentraciones de proteina hetercloga,
K. lactis ha recibido una atencioén considerable para desarrollar sistemas
recombinantes eficientes. Asi, por ejemplo, si se comparan las
productividades de estos dos hospedadores para el caso de la
proquimosina, K. lactis produce hasta 20 veces mas de proteina (Van der

Berg et al.,1990) que S. cerevisiae (Smith et al., 1983).

Ademads, la mayoria de las proteinas heterélogas en S. cerevisiae no
son secretadas directamente al medio de cultivo, sino que permanecen
retenidas en el interior celular o en el espacio peripldsmico, entre la
membrana plasmadtica y la pared celular, requiriendo manipulaciones de
tipo bioquimico o fisico para ser liberadas. Recientemente se ha
descubierto en S. cerevisae un octapéptido (N-FPTALVPR-C) en el
extremo N-terminal que parece facilitar la excrecion al medio de
crecimiento de proteinas periplasmaticas (Venturini e al., 1997). Muchas
de las proteinas heterélogas expresadas en levaduras diferentes a S
cerevisiae han sido secretadas y en numerosos casos se han excretado en el
medio de cultivo. Asi, la proquimosina es secretada por K. lactis con una
eficiencia de mas del 95% (Van der Berg et al., 1990) comparada con solo

el 1% alcanzado con cepas de S. cerevisiae (Smith ef al., 1985) (Tabla 1).

Para conseguir una expresion estable y continua de la proteina
heteréloga son importantes tanto el promotor usade como el vector (Da
Silva y Bailey, 1991; Nacken et al., 1996). De hecho, la sintesis de un

producto génico es dependiente de la estabilidad del vector recombinante y
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de la dosis del gen clonado. Se suelen utilizar promotores constitutivos
fuertes para la expresion de proteinas heterélogas, pero las células que
sintetizan altos niveles de estas proteinas crecen lentamente y pueden
degradar dichas proteinas durante el crecimiento. Los promotores
inducibles pueden solventar este problema; se puede emplear una
fermentacion en dos pasos para obtener, primero, crecimiento abundante
de 1a biomasa y después de un periodo corto de induccidn, la sintesis de la

préteina (Porro et al., 1991).

Un vector de secrecion de levadura debe cumplir los siguientes
atributos (Castelli et al., 1994): un promotor fuerte capaz de expresarse en
diferentes células, ser de alto numero de copias y estable durante el
crecimiento de la levadura (sin seleccion) en un fermentador y debe
permitir producir, en los minimos pasos intermedios posibles, vectores

recombinantes que posibiliten la secrecion de un producto especifico.

La produccién de proteinas heterologas con éxito depende tanto de
las caracteristicas genéticas como de las condiciones fisioldgicas (Rossini
et al,1993). La optimizacion de los parAmetros ambientales ayuda a la
excrecion de proteinas heterologas, ofreciendo ventajas para su
purificaciéon {Chen et al., 1993; Wittrup y Benig, 1994; Chang et al.,
1998).

En la tabla 1 se recogen algunas de las proteinas que se han
conseguido secretar en estas dos ultimas décadas empleando diferentes

levaduras y distintas sefiales de secrecién.
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2. 2. 2. Utilizacion de cepas mutantes para mejorar la secrecion.

El uso de cepas que presentan un fenotipo super-secretor constituye
una herramienta de investigacion muy util para estudiar los mecanismos de
secrecion proteica en levaduras y para incrementar la produccion de

proteinas heterologas (Kotylak y El-Gewely, 1991).

Estudiando mutantes que presentan una secrecion aumentada de un
producto particular, se han aislado varias cepas de S. cerevfsiae con un
fenotipo super-secretor (Romanos et al.,, 1992). Smith er al., (1985), al
encontrar que menos de un 1% de la proquimosina de ternera producida
heterologamente por S. cerevisiae era secretada, disefid un ensayo para
aislar colonias super-secretoras. Este ensayo se basé en el hecho de que
una colonia de levadura que secreta proquimosina deja una huella del
material secretado en la supefﬁcie de la placa de agar sobre la que crece.
Asi, se consiguieron hasta 39 cepas de levadura super-secretoras, de ellas
dos fueron identificadas y denominadas sscl y ssc2 (supersecreting, ssc).
La mutacién ssc/ incrementa de cinco a cincuenta veces los niveles de
proquimosina, de hormona de crecimiento bovino y de pro-uroquinasa
secretada (Smith et al., 1985; Melnick ef al., 1990). Los efectos fueron
aditivos en el doble mutante ssc/-ssc2. El gen SSC/ es idéntico al PMR/
(BSD1I), que codifica para una ATPasa dependiente de calcio (Rudolph et
al., 1989).

Mediante aproximaciones similares se han identificado diferentes
cepas super-secretoras (Sakai ef al., 1988; Barr er al., 1989; Ruohonen ef

al., 1997).

Un nuevo sistema para liberar proteinas  producidas

intracelularmente se basa en la utilizacién de cepas de levaduras que lisan
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a temperaturas no permisivas, debido a la expresion de mutaciones que
traen consigo la formacién de una pared celular alterada, como la mutacion
Iyt2-1 que determina la autolisis de las células cuando crecen a la
temperatura no permisiva de 37°C (Torres et al., 1991). Este nuevo sistema
-constituye una alter-nativa para la produccion industrial de proteinas tanto
homélogas como heterclogas (Fuente et al., 1993; Alvarez ef al., 1994;

Alvarez et al., 1995; Becerra et al., 1997).

3. SECRECION DE PROTEINAS EN LEVADURAS.

La secreciéon de proteinas es un proceso universal, constituyendo
uno de los capitulos mas importantes de la produccién de proteinas en el
campo de la biotecnologia, asi como un mecanismo fundamental en las
células vivas. La comprension de las propiedades bioquimicas que hacen
que una-proteina sea mas facilmente secretable, asi como un mayor
conocimiento de los mecanismos moleculares que rigen los procesos de
secrecion proteica, ayuda a la hora de construir sistemas de secrecién de.

levaduras mas eficientes para la excrecion de proteinas heterdlogas.

La secrecion proteica consta de varios pasos: primero, translocacion
a través de la membrana del reticulo endoplasmatico (RE); segundo,
glicosilacion y plegamiento en la luz del RE; tercero, salida del RE a través
de vesiculas de transferencia; cuarto, modificaciones en el aparato de
Golgi; y finalmente, liberacion de las vesiculas de secrecion al espacio

extracelular.
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3. 1. MECANISMOS DE TRANSLOCACION.

La translocacion de proteinas constituye el primer paso en el proceso
que dirige una proteina a la via secretora y, por lo tanto, inicia el viaje
hacia el exterior celular, a la membrana plasmatica, o a los organulos
intracelulares que constituyen el sistema endomembranoso (Walter y

Johnson, 1994).

En procariotas, las proteinas de secrecién son transferidas
directamente a través de la membrana plasmatica, mientras que en
eucariotas, son translocadas, en un proceso similar, a través de la
membrana del RE, y posteriormente son transportadas en vesiculas hasta la
membrana plasmatica. Las proteinas de membrana siguen procesos
similares. En todos los organismos, la translocacién de proteinas a través
de la membrana plasmatica y su integracion dentro de ella son conducidas
por secuencias sefial hidrofébicas que son intercambiables: las secuencias
sefial de procariotas pueden funcionar en eucariotas y viceversa
(Jungnickel er al., 1994). Mientras las secuencias sefial de las proteinas de
secrecién son, a menudo, escindidas, las de las proteinas de membrana
pueden servir como un anclaje permanente a la misma. El anclaje implica

secuencias hidrofdbicas adicionales.

La sefial que dirige una proteina hacia la membrana del RE (péptido
sefial} es una secuencia de pocos aminoacidos, alrededor de 20, situada en
el extremo amino terminal de la proteina. Presenta una estructura tripartita
comin a todos los organismos (Haguenauer-Tsapis, 1992; Larriba, 1993;
Sakaguchi, 1997; Morosoli et al., 1997; Stephens, 1998; Lammertyn y

Anné, 1998): un extremo amino terminal polar muy variable (region n)
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seguido por una regién larga altamente hidrof6bica (region h), flanqueada
en su extremo carboxilo terminal por una corta cadena ligeramente
hidrofilica de unos 5 a 7 aminoéacidos que incluye el punto de hidrélisis del
péptido sefial (regién c) (Figura 2). La region n suele tener una carga neta
positiva que parece ser importante para la correcta orientacion de la proteina
dentro de la membrana del RE (Boyd y Beckwith, 1990). La hidrofobicidad
de la region h es fundamental en la funcion del péptido sefial.

Invertasa

Fosfatasa acida

Imlslk Exoglucanasa

Pro-factor o de mating

Figura 2: Péptidos sefial de algunas proteinas de levadura (Modificado de Larriba, 1993).

El transporte de una proteina a través de la membrana del RE puede
ocurrir durante su sintesis (translocacion co-traduccional) o después de su

traduccién (post-traduccional) (Figura 3).

3. 1. 1. Translocacioén co-traduccional.

Ocurre en toda clase de organismos, aunque su importancia puede

variar. En mamiferos parece ser el modo predominante, mientras que en
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procariotas y levaduras muchas proteinas pueden transportarse después de

su traduccion.

LUZRE. TRANSLOCACION CO-TRADUCCIONAL

Figura 3: Translocacion co-traduccional y post-traduccional en levaduras (adaptado de
Johnson, 1997). En la primera, una vez que el péptido sefial de la cadena polipeptidica
naciente emerge del ribosoma, es reconocido por la SRP, dirigiendo el complejo ribosoma-
polipéptido naciente hacia la membrana del R.E. mediante interaccién con el receptor de la
SRP. El intercambio de GTP por GDP libera la SRP que puede iniciar un nuevo ciclo. El
ribosoma se une a la maquinaria de translocacién y comienza la translocacién. En la segunda,
el polipéptido se une a chaperones para mantener una conformacién compatible con la
translocacién. El complejo se une a la maquinaria de la translocacion de la membrana del
R.E. y comienza la translocacion. Mas informacion en el texto.

En la translocacion co-traduccional, el péptido sefial de la cadena
polipeptidica naciente es reconocido por la particula de reconocimiento de la
sefial (SRP). La SRP eucaridtica es una ribonucleoproteina de coeficiente
sedimentacion de 11S. En mamiferos, la SRP estd compuesta por 6
proteinas de peso molecular 9, 14, 19, 54, 68 y 72 kDa formando un
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complejo con un ARN de 300 nucledtidos (Rapoport, 1992; Séanchez et al.,
1997). La subunidad de 54 kDa, SRP54, se une directamente al péptido
sefial (Sandra, 1994). Esta proteina es una proteina de unién a GTP. Se han
encontrado proteinas homologas a SRP54 en levaduras y varios
procariotas. Los ARNs de la SRP de especies tan divergentes como
mamiferos, levaduras y arqueobacterias pueden plegarse en estructuras
secundarias similares (Althoff et al,1994). La SRP tendria dos funciones
basicas: primero, dirigir la cadena polipeptidica a la membrana del RE por
interaccionar con el péptido sefial y con el aparato de translocacion;
segundo, prevenir plegamientos aberrantes incompatibles con la

translocacion.

Se ha propuesto el siguiente modelo en levaduras (Johnson, 1997)
(Figura 3): la traducciéon de las proteinas de secrecion comienza en los
ribosomas que estan libres en el citoplasma. L.a SRP se une al péptido
sefial cuando emerge de la subunidad mayor del ribosoma y detiene la
traduccién de la cadena polipeptidica naciente. La SRP, ademas de unirse
al péptido sefial, interactGa directamente con el ribosoma, y esta
interaccién incrementa la afinidad de la SRP54 por el GTP (Rapoport et
al., 1996). La SRP dirige el complejo ribosoma-cadena naciente a la
membrana del RE a través de una interaccién con el receptor de la SRP. El
complejo cadena naciente-ribosoma es liberado de la SRP y contacta con el
aparato de translocacion en un proceso dependiente de GTP. La separacion
de la SRP del receptor requiere la hidrélisis del GTP. El ribosoma se une al
aparato de translocacion emplazando el péptido sefial y la cadena
polipeptidica naciente en una especie de poro acuoso que esta inicialmente
sellado tanto del lado del interior del RE como del citoplasma. Cuando la

cadena polipeptidica naciente alcanza una longitud de unos 70 residuos, el
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poro acuoso se abre hacia la luz del RE. A medida que la traduccion y
translocacion continua, el péptido sefial sufre una primera hidrolisis, el
polipéptido en crecimiento puede ser glicosilado y puede interaccionar con
proteinas del interior del RE como BiP, cainexina, calreticulina
(Sakaguchi, 1997). Cuando la translocacién se completa, el extremo del
poro que da a la luz del RE posiblemente se sella de nuevo y el péptido

sefial es hidrolizado una segunda vez y liberado al citoplasma.

La maquinaria bdsica de translocacion parece consistir en sélo tres
componentes (Jungnickel et al, 1994): el receptor de la particula de
reconocimiento de la sefial (SRP receptor), el complejo Sec6l, y la
proteina TRAM. El hecho estructural mas importante del translocon es su

poro acuoso a través de la membrana.

El receptor de la SRP de mamiferos consiste en dos subunidades
que pueden unir GTP. La subunidad o (72 kDa) contacta con el complejo
SRP-cadena naciente-ribosoma, su sitio de union a GTP es necesario para
la transferencia de la cadena naciente dentro de la membrana. La
translocacidon es dependiente de la presencia de GTP, pero no de su
hidrélisis. La unién del GTP a la subunidad o del receptor incrementa la
afinidad de éste por SRP54, la asociacion de ambos conlleva la liberacion
del péptido naciente, la hidrélisis del GTP a GDP disminuye la afinidad del
receptor por la SRP, la cual se separa de la membrana y puede iniciar un
nuevo ciclo. La subunidad B (30 kDa) es una proteina de membrana que
parece anclar a la membrana del RE la subunidad o (Rapoport et al,

1996). En levaduras hay homdlogos de las dos subunidades.

El complejo Sec61 de mamiferos consiste en tres subunidades. La

subunidad o es homologa a la Sec61p de levaduras, atraviesa la membrana
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10 veces, y contacta con la cadena polipeptidica. Las subunidades f y y
son pequefias proteinas de membrana ancladas por el extremo hidrofébico
C-terminal. La subunidad y es homologa a la Ssslp de levaduras y la B a

Sbhlp.

En mamiferos, el complejo Sec6l juega un papel esencial en la
unién del ribosoma durante la translocacion co-traduccional. El ribosoma
forma un sello fuerte con la membrana del RE, 'probablemente por
establecer numerosos contactos con los bucles citosélicos de la Sec6la
(Matlack er al., 1998). La observacién al microscopio electronico usando
proteinas Sec purificadas de levadura demostré que de 3 a 4 copias del
complejo Sec61 se ensamblan en un complejo oligomérico en forma de
anillo con un poro central de 20 Amstrong (Sakaguchi, 1997). Este canal
se debe abrir cuando llega el sustrato y cerrarse después de que haya

pasado a través de él.

La funcién del tercer componente del aparato de translocacion en
mamiferos, la proteina TRAM, se desconoce. TRAM se encuentra
adyacente a proteinas de membrana nacientes. Esto sugiere que podria
jugar un papel activo en facilitar y/o regular la integracion de proteinas de

membrana (Zheng y Gierasch, 1996; Johnson, 1997; Mothes et al., 1998).

3. 1. 2. Translocacion post-traduccional.

La SRP de levadura parece estar implicada in vivo en el importe de
proteinas en el RE y en la mitocondria. No obstante, no todas las proteinas
de secrecion muestran la misma dependencia de la SRP. Aquellas que
pueden ser importadas post-traduccionalmente in vitro se encuentran

menos afectadas por la deficiencia de la SRP. La eficiencia de importacidn
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de estas proteinas es dependiente ae proteinas citoplasmaticas, como
hsp70, que mantienen el polipéptido en un estado sin plegar o parcialmente
plegado, considerado compatible con la translocacién (Figura 3). En este
caso, el ribosoma no juega ningin papel en el proceso de translocacién

(Johnson, 1997).

La translocacién post-traduccional en levaduras requiere el complejo
Sec61 (Sec6lp, Sbhlp y Ssslp). Ademds de estos componentes, la
translocacién post-traduccional depende del complejo Sec63 que se
localiza en las proximidades del complejo Sec61 (Jungnickel et al.,1994).
El complejo Sec63 de levaduras consiste en las proteinas Sec62p, Sec63p,
Sec71p y Sec72p. Las proteinas Sec63p, Sec71p y Sec62p atraviesan la
membrana 3, 1 y 2 veces, respectivamente, Sec72p es una proteina
periférica de membrana. La proteina'BiP de levaduras es una ATPasa
localizada en el lumen del RE que contacta con Sec63p. Sec62p, Sec72p,
Sec73p forman un subcomplejo que funciona como un receptor del péptido
sefial, mientras que BiP interactuando con Sec63p, juega un papel clave en
transferir el polipéptido asociado con el complejo Sec62p-Sec72p-Sec73p
al canal de translocacion del complejo trimérico Secél. BiP se une a la
cadena polipeptidica cuando emerge en la luz del RE y la empuja a traves

de la membrana (Hijarrubia et al., 1997).

En levaduras, una interaccién de baja afinidad entre la SRP y el
péptido sefial conlleva la disociacion de la SRP del ribosoma e incrementa
la posibilidad de que la proteina sea translocada via translocacion post-
traduccional. La hidrofobicidad del péptido sefial especifica el camino a
seguir. Un péptido sefial con una regién h muy hidrofébica tiende a

depender de la funcion de la SRP.
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3. 2. MODIFICACIONES EN EL RE.

Ademas del complejo Sec61 y de la proteina TRAM, el sitio de
translocacién en mamiferos contiene otros componentes que incluyen el
complejo de la peptidasa de la sefial y la oligosacariltransferasa (Dalvey et
al., 1997), enzimas implicadas en la modificacion de la cadena
polipeptidica n.aciente, asi como otras proteinas que actian como
chaperones inhibiendo un plegamiento prematuro y/o una agregacion de la
cadena polipeptidica.

Los polipeptidos nacientes que estdn cruzando la membrana del RE
son N-glicosilados cotraduccionalmente en el motivo de glicosilacion
(Asn-X-Thr/Ser) por el complejo de la oligosacariltransferasa (OST) que
consiste en varias subunidades. OST se encuentra proximo al canal de
translocacién. La prolina en posicidn X inhibe la glicosilacién y tanto el

acido aspartico como el glutdmico no son favorables para un

reconocimiento de la OST (Shelikoff ez al., 1996).

Los oligosacaridos incrementan la solubilidad y estabilidad de
muchas proteinas, contribuyendo a un adecuado plegamiento de las

mismas (Chrispeels y Faye, 1998).

La proteina disulfuro isomerasa (PDI) promueve la formacion de
puentes disulfuro correctos y la peptidil prolil cis/trans isomerasa modula
la conformacion alrededor de los residuos de prolina. La calnexina y la
calreticulina se encuentran asociadas transitoriamente con la cadena

polipeptidica (Johnson, 1997).

Las proteinas mal plegadas son degradadas en el RE o translocadas

al citoplasma donde son degradadas en una manera dependiente del
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proteosoma, después de un proceso de unién a cadenas de ubiquitina
(Sakaguchi, 1997; Bonifacino y Weissman, 1998; Hershko y Ciechanover,
1998).

3.3, RETENCION DE PROTEINAS EN EL RE.

Cada organulo de la via secretora necesita permitir el transito
selectivo dé proteinas de secrecion y de membrana plasmaética, asi como
mantener una UOnica clase de proteinas residentes que definen sus
propiedades funcionales y estructurales. En el caso del reticulo
endoplasmatico, el mantenimiento de proteinas residentes se alcanza de
dos maneras: primero, evitando que las proteinas residentes entren a
formar parte de vesiculas de transporte recién formadas y segundo,
recuperando aquellas proteinas que se hayan escapado. La existencia de un
transporte retrogrado, del aparato de Golgi al RE, es necesaria para
mantener ¢l tamafio del RE y para la recuperacion de proteinas del aparato

de Golgi (Pelham y Munro, 1993).

Las proteinas solubles del RE de células animales presentan un
motivo KDEL en su extremo carboxilo terminal esencial para su retencion
en el RE. Saccharomyces cerevisiae presenta el motivo HDEL en el
extremo carboxilo terminal de proteinas del RE, mientras que
Kluyveromyces lactis reconoce tanto el motivo HDEL como el DDEL. La
eliminacion de este motivo C-terminal implica la secrecidon de proteinas del
RE mientras que la union de este tetrapéptido a proteinas que normalmente
son secretadas trae consigo su retencion en el RE (Reid, 1991; Elrod-

Erickson y Kaiser, 1996). Existe un receptor en el aparato de Golgi para
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proteinas que presentan el motivo HDEL. En levaduras, la proteina de
membrana Erd2p funciona como un receptor para proteinas que contienen
este motivo uniéndose a ellas, el complejo receptor-ligando experimenta
un cambio conformacional que desencadena el transporte retrégrado del

complejo al RE (Lewis ef al., 1990; Nothwehr y Stevens, 1994).

Las proteinas de membrana del RE presentan un motivo dibasico, di-
lisina (KKXX) o di-arginina (XXRR), localizados cerca del término de su
dominio citoplasmatico. Los motivos di-lisina se unen al complejo de
proteinas envolventes citosélicas COP I (coat proteins), y esta interaccion
funciona en la recuperacion de proteinas del aparato de Golgi al RE

(Teasdale et al., 1996).
3. 4. VESICULAS DE TRANSPORTE.

Una vez que la proteina de secrecién se encuentra dentro del RE,
deja este compartimento encerrada en una vesicula de unos 50 nm de
diametro (Haguenauer-Tsapis, 1992) formada por la membrana del RE y
dirigida por sefiales moleculares al proximo destino: el aparato de Golgi,
ahi la vesicula se fusiona con la membrana del aparato de Golgi y la
proteina se descarga en su interior, donde puede sufrir procesos de
modificacidn o continuar los iniciados en el RE (Julius er a/,1984 a y b).
Otra vesicula de unos 80-100 nm de diametro dirige la proteina del aparato
de Golgi a la superficie celular donde es liberada. Este transporte vesicular
tan especifico implica componentes proteicos localizados en la vesicula de
transporte y la membrana diana asi como factores solubles (Rothman y

Orci, 1992). Aunque algunos componentes son especificos de un paso de
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transporte particular, otros son comunes a varios pasos. El citoesqueleto
juega un papel importante, pero no bien conocido, en el trafico vesicular
intracelular (Torralba ef al., 1996; Tooze et al., 1998; Novick et al., 1999).
En levaduras, mutaciones tanto en la actina como en proteinas de union a
. actina afectan tanto-a la secrecion como a la endocitosis (De Camilli ef af.,

1996).

Las vesiculas de transporte necesitan proteinas envolventes para
formarse. Las proteinas envolventes son reclutadas del citosol sobre una
membrana particular, conduciendo a la gemacion. El reclutamiento de las
proteinas que van a ser secretadas en la vesicula parece estar mediado por
una interaccion entre las proteinas envolventes y un determinante peptidico
expuesto sobre el lado citosdlico del organulo donador (Schekman y Oreci,
1996). La union especifica se puede ver facilitada por la accion de
proteinas de union a GTP. Se han purificado y caracterizado tres tipos de
vesiculas de transporte envueltas (Robinson, 1997): vesiculas envueltas
por clatrina, vesiculas envueltas por el complejo COP I y vesiculas

envueltas por el complejo COP II.

3. 4. 1. Vesiculas envueltas por clatrina.

La clatrina fue la primera proteina envolvente caracterizada (Aridor
y Balch, 1996). Estudios de vesiculas envueltas en clatrina suministraron la
primera indicacién de que la envuelta sirve para dos propdsitos: deformar
la membrana formando una vesicula gemante y seleccionar los contenidos
de la vesicula. La clatrina actia como un armazon, autoensamblandose en
estructuras similares a jaulas mientras se fija a la membrana y permitiendo

que la membrana vesicule. Complejos proteicos llamados adaptadores
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unen la clatrina a la membrana. Hay dos tipos distintos de complejos
adaptadores: AP-1, que esta asociado al lado trans del aparato de Golgi
(TGN); v AP-2, asociado a la membrana plasmatica. El complejo AP-1
necesita para asociarse a la membrana del TGN la unién de la proteina de
unién a GTP Arf. Otra proteina de unién a GTP, la dinamina, es necesaria
para la liberacién de la vesicula formada, actua como un garrote que
constrific el punto de fision de la membrana liberando la vesicula

(Bednarek et al, 1996).

3. 4. 2. Vesiculas envueltas por ¢l complejo COP 1.

La formacién de vesiculas envueltas por el complejo COP I requiere
de Arf y un complejo proteico denominado coatémero (Figura 4). El
coatomero se une a la membrana después de que la membrana haya sido
preparada por Arf. Arf necesita ser activada por una proteina que
intercambia GDP por GTP (Arf-Gef). Arf estimula la actividad de la
fosfolipasa D (PLD) que convierte la fosfatidilcolina en colina y acido
fostatidico (Martin, 1998). Un incremento local en 4cido fostatidico y otros
lipidos cargados negativamente en la membrana diana puede promover la
gemacion incrementando la curvatura y/o la unién del coatémero

(Bednarek et al., 1996; De Camilli ez al., 1996).

El complejo del coatémero contiene 7 subunidades cuyos homélogos

en levadura son: RET1, SEC26, SEC27, SEC21, RET2 y RET3.

Las vesiculas envueltas por el complejo COP I parecen estar
implicadas en el trafico retrdgado selectivo del aparato de Golgi al RE,

aunque podria ser requerido en el trafico anterdgrado.
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Como se ha mencionado previamente el coatémero se puede unir a
motivos di-lisina presentes en proteinas del RE y recuperarlas del aparato de
Golgi al RE.

La escision de vesiculas envueltas por el complejo COP I del aparato
de Golgi requiere del factor palmitoil-CoA, que actuaria de una manera

similar a la dinamina en las vesiculas envueltas por clatrina.

FORMACION COMPLEJO COP I FORMACION COMPLEJO COP I

8. 0T =, 0o

GDP
(PiD | zv-SNARE ! 4@! v/ 3

i} [ Membrana R.E. i
Receptor carga > e L L
l o
[N A’l' /.
e

Figura 4: Ensamblaje del complejo COP 1y COP II (adaptado de Bednarek et al., 1996). La
formacion del complejo COP I comienza con ¢l reclutamiento y activacién de la proteina Arfl.
Arfl1-GTP estimula la modificacion de los lipidos del entorno al actuar sobre la fosfolipasa D,
induciendo la formacién de un sitio de unién de alta afinidad del coatémero. La formacién del
complejo COP II comienza con el reclutamiento y activacién de Sarl. Sarl-GTP se une al
complejo Sec23-Sec24 e inicia la formacion del complejo. Mas informacién en el texto.
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3. 4. 3. Vesiculas envueltas por el complejo COP II.

Aunque las vesiculas envueltas por el complejo COP [ al
microscopio electrénico son parecidas a las envueltas por el complejo COP
11, sus envueltas estan constituidas por diferentes clases de proteinas.
Sarlp, una pequefia proteina de unién a GTP relacionada con la Arflp,
prepara la membrana del RE para la union del resto de proteinas del
complejo COP 11; el complejo Sec23, compuesto de Sec23p y Sec24p, y el
complejo Secl3, que contiene Secl3p y Sec31p, ambas proteinas ricas en
motivos WD (Shaywitz ef al., 1997). Sec24p es necesario para la unién del
complejo Secl3 a la membrana. Las vesiculas envueltas por el complejo

COP II geman del RE y liberan su contenido en el aparato de Golgi.

Un modelo para la formacién de vesiculas envueltas por el complejo
COP 1I podria ser el siguiente (Schekman y Orci, 1996; Bednarek et al.,
1996) (Figura 4): Sarlp es reclutada directamente a la membrana del RE
por una interaccion con una proteina residente del RE, Secl2p, que activa
el intercambio de GDP por GTP. Sarlp-GTP se une a Sec23p-Sec24p
formando un complejo que puede reconocer proteinas que van a ser
trasladadas o proteinas diana, marcandolas para su inclusion en las
vesiculas. Sarlp hidroliza el GTP bajo la influencia de la subunidad
Sec23p, haciendo que se disocie de la membrana permitiendo un nuevo
ciclo. El complejo Sec23 se une al complejo Secl3. La union adicional de
nuevos complejos Sec23-Secl3 induce una curvatura en la membrana que

trae consigo la liberacidn de la vesicula.

Parece que no son necesarios otros factores para la liberacion de las
vesiculas envueltas por COP II. La composion lipidica del RE, Golgi y

membrana plasmatica explica los diferentes requisitos en la liberacion de
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las vesiculas. En mamiferos, un incremento gradual en el contenido de
colesterol incrementa la rigidez de las membranas posteriores al RE

(Bednarek et al., 1996).
3.5. ANCLAJE Y FUSION.

Tras el transporte, la vesicula necesita liberarse de la cubierta antes
de la fusidn para permitir que la vesicula y la membrana diana o receptora
entren en contacto. En las vesiculas envueltas por clatrina esto ocurre antes
de anclarse en la membrana receptora en una reaccion dependiente de
ATP, mediante la accidn de una proteina perteneciente a la familia de
proteinas de choque térmico (Rothman y Crci, 1992). El anclajé de la
vesicula co‘n la membrana receptora se realiza a través de una cascada de
interacciones moleculares, incluyendo factores generales como el factor
sensible a la N-etilmaleimida (N-ethy/maleimide-sensitive factor, NSF),
proteinas solubles de fijacion a NSF (soluble NSF attachment protein,
SNAP), junto con proteinas especificas (Ruohonen et al., 1997). La
hipotesis SNARE (receptor de proteinas SNAP, SNAP receptor) (Sollner et
al., 1'993;_ Rothman, 1994) propone que el anclaje de la vesicula a la
membrana receptora adecuada se realiza a través de proteinas de
membrana, que se encuentran tanto en la membrana de la vesicula (vesicle-
SNARE, v-SNARE) como en la membrana receptora (target-SNARE, t-
SNARE). La formacion del complejo v- y t-SNARE va seguido por un
evento de fusion que completa la reaccién de transporte. Son necesarias

proteinas accesorias adicionales para proteger las proteinas SNARE de una
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unién promiscua y para desprotegerlas cuando el anclaje de la vesicula vaya
a ocurrir (Pfeffer, 1996) (Figura 5).

Se han identificado un gran nimero de proteinas y varias familias de
proteinas de membrana que estan implicadas en el trafico vesicular, como
por ejemplo el ya comentado NSF (en mamiferos) o secl18 (en levaduras),
una proteina soluble necesaria para la fusion de membranas en varios pasos
a lo largo de la via endocitica y exocitica (Barinaga, 1993). Algunas de

estas proteinas pueden verse en la tabla 2, que no pretende ser exhaustiva.

Figura 5: Algunos miembros de las diferentes familias de proteinas implicados en la via
secretora de levaduras.
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3. 5. 1. Familia VAMP.

La proteina VAMP (proteina de membrana asociada a vesiculas) o
sinaptobrevina, es una proteina de 18 kDa anclada a la superficie
citoplasmatica de la vesicula por un dominio transmembrana en el extremo
carboxilo terminal. La proteiné de levadura mas parecida a VAMP es
SNC1 que presenta un 40% de identidad de secuencia con VAMP. La
disrupcion del locus SNCI no presenta un fenotipo aparente. Se ha
identificado otra proteina homédloga a VAMP en levaduras, SNC2
(Protopopov et al,,1993). Las proteinas SNC estan localizadas en vesiculas
después del aparato de Golgi y son necesarias para el trafico desde el

aparato de Golgi hasta la membrana plasmatica.

Tabla 2: Algunas proteinas de levadura implicadas en la regulacién del tréfico

vesiculr. | S
- Proteina . Localizacion . __Paso de transporte |
BET1/SLY12 | Membrana Vesicula (v-SNARE) - Del RE al Golgi |

. BOS1 | Membrana Vesicula (v-SNARE) *_ Del RE al Golgi
YKTé Membrana Vesicula (v- SNARE) _ DelREal Golgi

SECZZ/SLYZ ' Membrana Vesicula (V-SNARE) Del RE al Golgi
) SNCl y SNC2 | Membrana Vesicula (v-SNARE) | _leszlg_ig faMP

YPT1 ' Membrana Vesicula (v-SNARE) i Del RE al Golgi
SEC4 Membrana Vesicula (v-SNARE) :  Del GolgialaMP
SEDS . Membranadians (-SNARE)  DelREalGolgi _|
; PEPI2 Membrana diana (t-SNARE)  « Del Goly gi a la vacuola |
' $501 y SS02 ‘ Membrana diana (t-SNARE) . Del Golgi ala MP
| SECY | Membrava diana (t-SNARE) | Del Golgi a la MP T_:
| sEc18 Citoplasma
I,M@J Citoplasma L
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3. 5. 2. Familia RAB.

Forma parte de la superfamilia de las proteinas RAS. Algunos
miembros de la familia rab, de proteinas de unién a GTP, estan implicados
en la regulacién del trafico vesicular en levaduras y eucariotas superiores
(Ferro-Novick et al,1993; Harsay y Bretscher, 1995). La familia rab
contiene mas de 20 miembros. En levaduras son necesarios algunos
miembros de la familia rab, como YPTI y SEC4, para el transporte
veéicu]ar del RE al aparato de Golgi y del aparato de Golgi a la membrana
plasmatica, respectivamente. La proteina DSS4 estimula la disociacion de
GDP de SEC4 (Ferro-Novick y Novick, 1993; Collins ez al., 1997) y
parece tener un papel en el transporte del RE al aparato de Golgi (Jiang et
al., 1998). Otras proteinas, implicadas en la regulacion del trafico vesicular
en una fase temprana de la via secretora en levaduras, interaccionan
genéticamente con YPT1. Dos de estas proteinas, SLY12/BETI] y
SLY2/SEC22, tienen un dominio estructural similar y una secuencia

limitada de homologia con VAMP.

Estas observaciones sugieren que miembros de las familias VAMP y
rab estan implicados en el trafico de membranas en dos fases de la via
secretora de levaduras y en las terminaciones nerviosas (Bennett y Scheller
1993). La colocalizacion de estas familias de proteinas (SEC4 y SNC sobre
las vesiculas post-Golgi, rab3 y VAMP sobre las vesiculas sinapticas) y su
potencial interaccion (detectada genéticamente para YPT1 y SLY12/SLY2
en el transporte del RE al Golgi) sugiere que una proteina rab
interactuando tanto directamente o indirectamente con una proteina
parecida a VAMP pueden ser componentes de una maquinaria, conservada
sobre la superficie, de intermediarios del transporte vesicular que

participan en el anclaje o la fusion.
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3. 5. 3. Familia sintaxina.

Los componentes de la maquinaria de fijacién y fusién localizados
sobre la membrana receptora son mas dificiles de identificar. Una proteina
candidata para el anclaje de las vesiculas, la sintaxina se ha identificado en
las terminaciones nerviosas. Es una proteina  de 35 kDa, anclada a la
membrana por su extremo carboxilo terminal, que fue identificada por su
habilidad para interaccionar con la proteina de las vesiculas sinapticas, la

sinaptotagmina (p65) (Bennett y Scheller, 1993).

Se han identificado varios genes en levaduras que codifican
proteinas ancladas a la membrana por su extremo carboxilo terminal y que
guardan una homologia significativa con la sintaxina. El primero de estos
genes es SEDS, un supresor de la pérdida de funcion del ERD2. SEDS
interactiia con Sec24p y es independiente de la presencia de Sec23p y de
Sarlp-GTP, proteinas todas ellas necesarias para la formacién del
complejo COP Il (Peng et al., 1999). Otra proteina de levadura con
homologia a la sintaxina es PEP12 que es necesaria para el adecuado
direccionamiento de las proteinas a la vacuola en levaduras, el equivélente
funcional del lisosoma en la via secretora de eucariotas superiores. La
proteina de levadura con el nivel mas alto de homologia a la sintaxina,
corresponde a uno de los dos genes, SSO/ y S502, que son capaces de
actuar como supresores de un alelo sensible a la temperatura de SEC/

(Aalto et al., 1993, Harsay y Bretscher, 1995).

3. 5. 4. Familia SEC]1.

SEC1 es una proteina hidrofilica necesaria para el transporte

adecuado del aparato de Golgi a la membrana plasmatica en levaduras
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(Egerton et al, 1993; Brummer et al., 1999). SECI1 es asimismo una
familia de proteinas implicadas en el trafico de membranas. SLY1y SLP1,
dos proteinas con una secuencia similar a SECI, son necesarias para el
transporte del RE al aparato de Golgi y de éste a la vacuola,
respectivamente. SEC1 parece estar implicado en proteger o activar las
proteinas t-SNARE (8SO1, SSO2) hasta que una proteina v-SNARE
(SNC1, SNC2, SEC4) interacciona con la proteina t-SNARE para formar
el complejo de anclaje (Pfeffer, 1996). Se ha descrito un tercer supresor de
la mutacion secl, ademas de SSO1 y SS02, el gen MSO! (Aalto et al.,

1997), que codifica una proteina pequeifia rica en residuos de serina.

3. 5. 5. Familia Velcro.

Los genes t-SNARE SSO/ y §502, ademas de suprimir mutaciones
en el gen SECI, suprimen mutaciones en los genes SEC3, SECS5, SEC9 y
SEC15 (Pfeffer, 1996). SEC9 interactia con los homoélogos a sintaxina
SSO1 y S8S02. SECI5 forma parte de un complejo de coeficiente
sedimentacion de 19,58 que incluye SEC6 y requiere de SEC3, SECS,
SEC8, SEC10, EXO0O70 para su ensamblaje, denominado complejo
exocistico (Aalto et al., 1997). SEC15 se puede asociar con las vesiculas
de secrecion y se une a SEC4 cuando esta unido a GTP (Novick et al.,

1999).

La proteina USO1 de levadura es necesaria para el transporte del RE
al aparato de Golgi (Pfeffer, 1996; Barlowe, 1997). USOI parece actuar
como un miembro de la familia Velcro que ayuda a las proteinas v-SNARE
y t-SNARE a que se encuentren, de una manera similar al papel que puede

ejercer el complejo exocistico en el transporte del aparato de Golgi a la

51



Secrecion de la f-galaciosidasa de Kluyveromyces lactis

membrana plasmatica (Pfeffer, 1996). En el anclaje y fusion de las
vesiculas derivadas del RE al aparato de Golgi parece ser necesario,
ademds de USO1 y SECIS, el complejo proteico denominado LMALI, un
complejo heterodimérico formado de tiorredoxina y de IB2 (Barlowe,

1997) y las proteinas BET5 y BET3 (Jiang et a/., 1998).

En resumen, se han identificado un gran niimero de proteinas de
levadura implicadas en el anclaje de las vesiculas de transporte a la
membrana plasmatica. En primer lugar, el complejo SNARE, que en
levaduras estd compuesto por las proteinas SSO1/2, SNC1/2 y SEC9
(Aalto et al., 1997). Estas proteinas forman un complejo que participa en el
anclaje de la vesicula y en el reclutamiento de factores generales como
SEC17 y SEC18 que son necesarios tahto para el ensamblaje del complejo
SNARE como para la fusion (Aalto et al., 1997). Un segundo grupo de
proteinas comprende el complejo exocistico. Al tercer grupo de proteinas
pertenecen los productos de los genes SEC: SEC1, SEC2, SEC4 y MSO1
(Aalto et al., 1997).
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Objetivos

Una de las perspectivas mas prometedoras para el aprovechamiento

industrial del suerc de leche se basa en la hidrélisis enzimatica de la

lactosa. La mezcla de glucosa y galactosa asi obtenida puede utilizarse en

industrias de alimentacion como edulcorante y en preparados dietéticos

destinados a individuos con intolerancia a la lactosa. En industrias de

biotecnologia puede emplearse como medic de cultivo para el crecimiento

de numerosas especies de microorganismos incapaces de utilizar la lactosa,

ampliando asi el horizonte de productos obtenibles por fermentacion. La

mayor limitacion para la utilizacion de la B-galactosidasa de levaduras en el

desarrollo de este tipo de procesos deriva de los elevados costos asociados

a la extraccion y purificacion, por ser intracelular, y por su baja estabilidad.

II.

En el presente trabajo se proponen los siguientes objetivos:

Puesta a punto de un método eficaz y reproducible de purificacion e

inmunodeteccion de la B-galactosidasa de Kluyveromyces lactis.

Reduccion del costo de la preparacion:

a) Evaluacion de los cultivos en estado sélido para producir la
B-galactosidasa de K. lactis y promover su secrecidn.

b) Desarrollo de un sistema recombinante eficiente que
permita la secrecion de la B-galactosidasa de K. lactis.

¢) Estudio de la utilizacion de dos tipos de mutantes de
Saccharomyces cerevisiae, super-secretores y que lisan a

temperaturas no permisivas, para secretar dicha enzima.
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III. Induccion mediante ingenieria genética de la capacidad de
crecimiento en lactosa de cepas de S. cerevisiae como una alternativa

para el tratamiento del suero de leche.

56



3. MATERIALES Y METODOS.






Materiales y Métodos

1. CEPAS CELULARES Y PLASMIDOS.

1. 1. CEPAS DE BACTERIAS.

Para la construccion y propagacion de los plasmidos se utilizaron las

siguientes cepas de Escherichia coli:

CEPA GENOTIPO REFERENCIA/
PROCEDENCIA

HB101  supE44, hsdS20 (B mB) recAl3, are-14, Bolivary Backman, 1979
prod2, lacYl, galK2, rpsl20, xyl-3, mti-1

JM101  supE, thiA (lac-proAB), F’ftraA36 proAB" Messing, 1979
lacly lacZAMI5}

JMI109  recAdl, supE44, endAl, hsdR17, gyrA96, reldl, Yanisch-Perron et ul., 1985
thid {lac-proAB)

MC1061 hsdR, mcrB,  aradl39,  AfaradBC-lew), Huynheral, 1985
7679Alac X 74 galU, galK, rpsL thi

DHSc  endAl, hsdRI7(ry my’), supE44, thi-1, recAl, Hanahan et al., 1991
gyrd(Nal™), reldl, AflacZ¥A-argF) Ul69,
(880 d lacZ AMI5)

Las cepas bacterianas se conservaron habitualmente sembradas en
estria en placas LB (apartado 2.1), a 4°C, tras haber sido cultivadas a 37°C
durante-uno o dos dias. Se resembraron periodicamente cada dos meses.
Las cepas transformadas con plasmidos que contenian genes marcadores
de resistencia a ampicilina se conservaron en placas de medio LB
suplementado con ampicilina.

Para el mantenimiento de las cepas a largo plazo, las bacterias se
inocularon en los mismos medios y se dejaron crecer en agitacion a 37°C,
afiadiéndose al dia siguiente glicerol estéril hasta el 15% y congelando

inmediatamente las muestras en tubos de polipropileno de 1,5 ml a -80°C.
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1. 2. CEPAS DE LEVADURAS.

Las cepas de levadura utilizadas fueron las siguientes:

Kluyveromyces lactis :

CEPA GENOTIPO ' REFERENCIA/
PROCEDENCIA
NRRL-Y1140 MATa Jong y Edwars, 1990
MW190-9B MATa, lac 4-8, urad, Rag+ Wésolowski-Louvel, M.

Saccharomyces cerevisiae :

CEPA GENOTIPO REFERENCIA/
PROCEDENCIA

BJ3505 pepd::HIS3, prb-Al.6R HIS3, lys2-208, trpi- Eastman Kodak Company
AlQ1, wra3-52, gal2, canl

CGY339"  MATaq ura3-52, his4-29, pepd-3, GAL* Melnick et al., 1990

CGY1463 MATa, ura3-52, leu2-3.112, pep4-3, sscl-1, Melnick et al,, 1990
sse2-1, GALY

CGY1465 MATe wra3-52, leu2-3.112, sscl-1, GAL” Melnick et al., 1990
CGY1468 MATa wura3-52, leu2-3.112, pep4-3, ssc2-1, Melnick et al., 1990

GAL®
CGY1585 MATa, ura3-52, leu2-3.112, sscl-1, gal Melnick et al., 1990
LD1 MATa/MAT e, Iyt2-1Ayt2-1, leu2-3.112/leu2- Alvarez et al., 1994

3.112, his4A34/his4434

LHDP1 MATa, bi2-1, ade2, leu2-3.112, pep4::HIS3, Alvarez et al., 1994
prbiAl6R

PEP4-la  MATq leul, ura3, pep4-3 Hollenberg, C. P.

*
Cepas cedidas por la empresa: Genome Therapeutics Corporation.
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Las cepas de levadura se conservaron habitualmente sembradas en
placas YPD al 0,5% de glucosa (apartado 2.2), a 4°C, tras haber sido
cultivadas a 30°C durante dos o tres dias. Se resembraron periddicamente
cada dos o tres meses.

Para el mantenimiento de las cepas de levaduras a largo plazo se
inocularon en medio YPD al 0,5% o CM (apartado 2.2), se dejaron crecer
en agitacion a 30°C, se les afiadié glicerol estéril hasta un 50% y se

congelaron a -80°C.
1. 3. VECTORES Y PLASMIDOS.

Se utilizaron los siguientes vectores lanzadera de Escherichia coli y
levaduras: |

YEpFLAG-1. (Eastman Kodak Company). Vector de expresion de
levaduras que contiene el promotor de la alcohol deshidrogenasa (4DH?2),
reprimido por glucosa, la sefial de secrecion del factor o de levaduras, 24
pares de bases que codifican el péptido FLAG para la deteccién
inmunologica, el 2 micron (2um) para la replicacion en S. cerevisiae, el
gen de resistencia a la ampicilina (amp’), el marcador de seleccion TRP/ y
el origen de replicacion bacteriano (ori) (Figura 3.9).

YEplacl12. (Gietz y Sugino, 1988). Presenta el promotor y 438 pb
del gen de la B-galactosidasa de E. coli (LACZ) (Sambrook et al., 1989),
amp’, TRP1, 2um de levadura y el ori bacteriano.

YEplacl81. (Gietz y Sugino, 1988). Igual que el anterior, pero con
el marcador de seleccion LEUZ,

PGEM-T Easy. (Promega). Contiene el promotor y parte del gen

LACZ, amp” y el ori bacteriano. Esta cortado con la enzima de restriccién
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EcoRV 'y presenta una timidina en ambos extremos 3°, resultando util en la
clonacién de productos procedentes de PCR amplificados por la ADN
polimerasa Tagq, ya que esta polimerasa aflade una adenina al extremo 3’
del fragmento amplificado.

pSPGKI1. (X. J. Chen. Institut Curie. Orsay. Francia). Presenta el
promotor constitutivo y el terminador de la fosfoglicerato quinasa de S.
cerevisiae (PGK), la sefial de secrecion de la subunidad o de la toxina
killer de K. lactis, el S11 para la replicacion en K. lactis, amp’, URA3 y el
ori bacteriano (Figura 3.1).

pLX8. (Das y Hollenberg, 1982). Presenta un fragmento Xbal-Xbal
de 7,8 kb conteniendo los genes de la 3-galactosidasa (LAC4) y la lactosa '
permeasa (LACI2) de K. lactis clonados en el plidsmido pUCI12 (Figura
3.2). '

pVK1.1. (Kumar et al., 1992). Presenta un fragmento de 4,1 kb que
contiene el gen de la P-galactosidasa (LACA) de Aspergillus niger
flanqueado por el promotor y el terminador de la alcohol deshidrogenasa
de levadura (ADH/) insertado en el sitio de restriccion Sphl del vector
Yep24 (Figura 3.15) (Permitido su uso por Whitbread Biotechnology PLC.
England).

2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.

A continuacién se describen los medios utilizados para los cultivos
de bacterias y levaduras. Los medios de cuiltivo se prepararon en agua
destilada, con un suplemento de un 1,5% de agar bacteriologico en el caso
de los medios solidos en placas Petri. Se esterilizaron en un autoclave

durante 20 minutos a 121°C y 2Ba de presion.
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2.1. MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS.

Medio LB (Luria-Bertani):

Es un medio general de crecimiento de bacterias

Bactotriptona 1%
Extracto de levadura 0,5%
Cloruro sédico 0,5%
D-glucosa 0,1%

Medio LBA:

Medio LB suplementado con 40-80 pg/ml de ampicilina (a partir de
una disolucion stock de 40 mg/ml en agua estéril). El antibidtico se afiadié
una vez esterilizado el medio, tras alcanzar una temperatura de 60-65°C. Se
utilizo para la seleccion de bacterias cjue habian sido transformadas con un

plasmido conteniendo el gen de resistencia a la ampicilina.

Placas LBA/X-Gal+IPTG:

Son placas de medio LBA suplementadas con el substrato
cromogénico X-Gal (5-Bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido) y
el inductor del gen /acZ que codifica para la enzima B-galactosidasa en E.
coli, IPTG (Isopropil [-D-tiogalactopirandsido). Se utilizaron para
discriminar en placas entre colonias bacterianas blancas y azules
(productoras de B-Galactosidasa), a fin de identificar aquellos plasmidos
recombinantes que habian insertado el gen LACY de K. lactis o bien,
aquellos plasmidos recombinantes cuyo lacZ habia sido interrumpido por

un inserto de ADN.
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Antes de proceder a la siembra se extendieron sobre cada placa, 50
pl de una disolucién de X-Gal al 20% en dimetilformamida y 10 ul de una
solucién 0,1 M de IPTG.

Medio YT:
Se utilizo6 para el crecimiento de cepas de bacterias y para la

preparacion de células competentes. La composicidn es la siguiente:

Bactotriptona 1%
Extracto de levadura 0,5%
Cloruro sédico 0,5%

Medio SOC:

Se utilizd para la preparacién de células competentes

Bactotriptona 2%
Extracto de levadura 0,5%
NaCl 10 mM
KCl 2,5 mM

2.2. MEDIOS DE CULTIVO PARA LEVADURAS.

Suero de leche:

El suero de leche se recogié en la fabrica de quesos denominada
QUEGALSA (LEYMA). Una vez traidos de la fabrica, en nuestro
laboratorio, los sueros se almacenan congelados a -20°C en alicuotas de un
litro. Como paso previo a su utilizacion, inmediatamente tras ser
descongelados se esterilizan en autoclave (121°C durante 20 minutos),
provocando la coagulacion de la mayor parte de las proteinas. Para separar

dichas proteinas, el suero se centrifuga en condiciones estériles (15
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minutos a 10.000 r.p.m.). El sobrenadante asi obtenido se usa como medio
de cultivo. Su composicion es la siguiente: 50 mg/ml de azicares totales,
7,5 mg/ml de proteinas, 5 mg/ml de lipidos totales (Doval, 1992). Cuando
se necesitaron niveles iniciales de lactosa elevados, como ocurrié con los
cultivos en estado s6lido, el suero de leche se concentrd hasta cinco veces

mediante liofilizacién.

También fue utilizado el permeado de la ultrafiltracion del suero de
leche como medio de cultivo microbioldgico, en algunos casos con la

adicién de suplementos nutritivos.

YPD:
Medio para el crecimiento de levaduras, su composicion es la
siguiente:
Bactopeptona _ 0,5%
Extracto de levadura 1%
D-Glucosa 0,5%
YPL:

Similar al anterior pero con lactosa al 4% o al 6% en vez de glucosa.

YPHSM:
Medio de expresién de alta estabilidad recomendado por el
proveedor (Eastman Kodak Company) para el cultivo de la cepa de S

cerevisiae BI3505:

D-Glucosa 1%
Glicerol 3%
Extracto de levadura 1%
Peptona 8%
CaCl, 20 mM
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CM ( medio completo):
También llamado SC (Synthetic Complete). Se prepard segun
Zitomer y Hall, (1976).

Para un litro:

D-glucosa ' 20g
Mezcla de aminodcidos (200X) 5 ml
YNB* ‘ 67 ml
Aminoacidos**:

Histidina, Leucina, Uracilo, Adenina, Tirosina 40 mg (cada aminoacido)

Triptéfano 30mg
* Se afiade después de la esterilizacion del resto de los componentes, a una
temperatura de 60°C y en condiciones estériles.
** Se omitid el aminoacido utilizado como marcador auxotréfico.

Mezcla de aminodcidos 200X:

Para un litro:

Arginina, Metionina, Treonina. 2 g (cada aminodacido)
Isoleucina, Fenil-alanina 12 g (cada aminodcido)
Lisina 8 g
YNB:
Para un litro;
Mezcla de vitaminas 300X 50 ml
Sales traza 150X 100 ml
Sulfato aménico* 75
KH,PO4 15
MgS0, 7.5¢
Na(l 1.5g
CaCly 15g

*Se afiadio después de disolver el resto de los componentes
para evitar que precipite.
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Mezcla de vitaminas 300X: Sales traza 150X:
Para un litro: Para un litro:
Biotina 0,6 mg Acido borico 75 mg
Pantotenato célcico 120 mg Sulfato cuprico 6 mg
Acido folico ) 0,6 mg loduro potasico 15 mg
Inositol | 600 mg Cloruro férrico 30 mg
Niacina 120 mg Sulfato 60 mg
manganoso

p-Aminobenzoico 60 mg Molibdato sodico 30mg
Piridoxina 120 mg Sulfato de zinc 60 mg
Riboflavina 60 mg

Tiamina 120 mg

Placas X-Gal ( Rose er al.,, 1990):

Se utilizaron para la seleccion de colonias de levaduras
transformadas con plasmidos portadores del gen LAC4 que codifica para la
enzima f3-galactosidasa de K. lactis y que por tanto dan una coloracion azul

en presencia del substrato cromogénico X-Gal.

10XPBSS (Phosphate-buffer stock solution):

Para un litro:
KH,PO, 1M 136,1 g
(NH4):80, 0,15M 198 ¢
KOH 0,75 M 42,1 g

Se ajusté el pH a 7 (importante para que el X-Gal pueda ser utilizado
por las levaduras como substrato) y se esterilizé. Se almacend a
temperatura ambiente.
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1000XMSS (Mineral stock solution).

Para 100 ml:
MgSQ0,.7H,0 0,8 M 19,72 g
FeCl; 2 mM 2mg

Se esterilizd y se almacendé a temperatura ambiente. Se forma un
precipitado naranja muy fino que es necesario redisolver antes de usar.

300X Vitaminds (ver placas CM).

aa-DM (Drop Mix){Modificacion del descrito por Sherman, 1979):

Para 61 ml:
Adenina 40 mg
Arginina, Histidina, Triptéfano, Metionina, Uracilo 20 mg (cada aminoacido)
Leucina 60 mg
Lisina, Tirosina 30 mg (cada aminoécido}
Fenilalanina 30mg
Treonina 100 mg

Se omitié el aminoacido wutilizado como marcador auxotrofico. Se esterilizd y se
almacend a 4°C.

500 ml de placas X-Gal contienen:

250 ml de SOL 1: 250 ml de SOL 2:
PBSS 50 ml Agar 7.5g
MSS - 0,5ml D-Glucosa 10g
300xVit 2 ml Apgua destilada 250 ml
aa-DP 12,5 ml
Agua 185 ml

destilada

Se esterilizaron las soluciones 1 y 2 por separado, se esperd a que la

temperatura fuese inferior a 65°C y se afladieron 0,02 g del substrato
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cromogénico X-Gal en 1ml de DMF (Dimetilformamida) a la solucion 1.

Se mezclaron las dos soluciones y se vertieron las placas.
2. 3. CONDICIONES DE CULTIVO.

2. 3. 1. Cultivos en medio liquido.

Se realizaron c‘ultivos discontinuos en medio liquido en Erlenmeyer,
utilizando 1:5 de su volumen con una agitacion orbital de 250 r.p.m. y una
temperatura de 37°C, en el caso de bacterias, o de 30°C si se trataba de
levaduras. Se recogieron muestras a diferentes intervalos de tiempo y se
determind, segin el caso, actividad [-galactosidasa intracelular y
extracelular, absorbancia, consumo de azucares totales o reductores,
lactosa, etanol (apartado 4). |

En algunos casos se realizaron cultivos en 2 litros de medio en
fermentadores de tipo Biostat-MD (Braun-Biotech) monitorizando la
aireactén (2 l/min), temperatura (30°C), pH, agitacion (250 r.p.m.). El
crecimiento se siguid mediante una sonda de turbidez (Braun-Biotech). Se
recogieron muestras a diferentes intervalos de tiempo y se analizaron los

parametros mencionados anteriormente,

2. 3. 2, Cultivos en medio solido.
Los cultivos en medio solido se realizaron en placas de Petri, tras la
resiembra del microorganismo en estria se cultivé durante toda 1a noche a

37°C (bacterias) o de dos a tres dias a 30°C (levaduras).
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2. 3. 3. Cultivos en estado sélido.

Se emplearon dos tipos de soporte sdlido: carozo de maiz triturado y
salvado de trigo. El carozo de maiz utilizado forma parte de la gama
denominada EUGRITS producida por la sociedad EURAMA (Maubourguet,
Francia). Se emplearon particulas de carozo de maiz de dos didmetros
distintos, 0,2 mm y 0,8 mm. El salvado de trigo se obtuvo en panaderias.

Un gramo de soporte se esterilizd en autoclave en un matraz
Erlenmeyer de 100 ml de capacidad, a continuacion, se humedecié con 3
m! de fase liquida (agua destilada estéril o suero de leche concentrado).
Como indculo se empled 1 ml de un precultivo en suero de leche, crecido
toda la noche a 30°C y 250 r.p.m. Cuando se necesitaron indculos mayores,
las células se concentraron hasta 10 veces por centrifugacion. Los cultivos
en estado sé6lido se incubaron a 30°C y 250 r.p.m. La toma de muestras se
realizé a diferentes intervalos de tiempo, para ello se procedié a lavar 5
veces el soporte de cada matraz con 2 ml de agua destilada para extraer las
celulas y disolver el azicar remanente. Las fases liquidas obtenidas de
cada Erlenmeyer se centrifugaron a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos. En el
boton celular se determind actividad B-galactosidasa y biomasa. En el
sobrenadante, se analizaron los azlcares totales y reductores y la P-
galactosidasa extracelular.

La biomasa se determiné secando a 60°C durante toda la noche el
sedimento celular obtenido tras la extraccion con agua y centrifugacion. En
el caso del salvado de trigo, como los componentes que no son
metabolizados por la levadura se extraen también unidos a la biomasa, se
realizé un control de soporte sin células procediendo a realizar la
extraccion y posterior secado de una manera similar al soporte con células.

El vaior obtenido se rest6 de los datos de biomasa conseguidos para el
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salvado de trigo. Los valores de biomasa y azicares se dan en mg/g de

soporte.

3. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.
3. 1. OBTENCION DE ACIDOS NUCLEICOS.

3. 1. 1. Obtencion de ADN plasmidico a partir de bacterias.

El aislamiento de los plasmidos, a pequefia (I ml de cuitivo) y
mediana escala (25 ml), se realizd segiin el método de lisis alcalina
(Sambrook et al. 1989), extraccion con fenol vy precipitacion del ADN con
etanol al 95% a -20°C.

Para realizar el aislamiento a pequefia escala (minipfep) se
inocularon las células en 1 ml de LBA. Tras su crecimiento durante toda la
noche a 37°C y en agitacion orbital, se centrifugaron las células durante 3
minutos a 8.000 r.p.m. El sedimento se resuspendié en 100 pl de solucién
I (glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-CIH 25 mM, pH 8,0) previamente
enfriada en hielo y se incubdé 5 minutos a temperatura ambiente;
posteriormente se afiadieron 200 pl de la solucién 2 preparada en el
momento (NaOH 0,2 Ny SDS al 1%), se mezclo por inversion 2 6 3 veces
hasta conseguir una viscosidad homogénea y se mantuvo en hielo durante
5 minutos; transcurrido este tiempo se afiadieron 150 pl de solucién 3 (60
ml de acetato potdsico 5SM, 11,5 ml de acido acético glacial y 28,5 ml de
agua destilada) que se mezcld por inversion suave del tubo, incubando
otros 5 minutos en hielo. Los tubos se centrifugaron a 12.000 r.p.m.
durante 5 minutos. Para eliminar restos de proteinas que podrian dificultar

posteriores manipulaciones del ADN, el sobrenadante se sometié a una
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extraccion con igual volumen de PCIA, se mezclé la muestra en vorfex y se
centrifugd 5 minutos a 8.000 r.p.m. Se transfirio la fase superior acuosa a
un tubo limpio y se le afiadieron dos volumenes de etanol al 95%, se
incub6é 5 minutos a -20°C y, posteriormente, los plasmidos se precipitaron
por centrifugacion a 12.000 r.p.m. durante 10 minutos. Para eliminar restos
de sales, el sedimento se lavé con un volumen de etanol al 70% y se
precipité como en el paso anterior. Las muestras se secaron a vacio por
espacio de 5 minutos y posteriormente se resuspendieron en 20-30 ul de
IxTE (Tris-HC! 10 mM, pH 7,5 y EDTA 1mM) o en agua bidestilada
dependiendo de su uso posterior. Las preparaciones se conservaron
congeladas a -20°C hasta su utilizacién.

Con este procedimiento, ademis del ADN se obtiene una
considerable cantidad de ARN que s¢ elimina con un tratamiento con
RNAsa A a una concentracion final de 1 pg/ml, durante 30 minutos a
37°C.

En las preparaciones a mediana escala (maxiprep) se procedid de
igual modo que en el mencionado en este apartado, pero partiendo de 25
ml de cultivo y variando el volumen de las soluciones en la proporcién

correspondiente.

PCIA (Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico)

Se mezclaron un volumen de fenol fundido a 65°C con un volumen
de cloroformo y con dos voliimenes de tampon 1XTE para equilibrar el pH.
Se agitdé vigorosamente durante varios minutos, tras los cuales se dejo la
mezcla a temperatura ambiente y en oscuridad hasta que se separd
completamente la fase acuosa que se retird por aspiracion. Se repiti6 este

proceso dos o tres veces. Tras el Gltimo equilibrado se afiadieron 1/25
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volumenes de alcohol isoamilico a la mezcla. Se conservd en oscuridad a

4°C.

Disolucion de RNAsa A
Se preparo una disolucion de 5 mg/m! en agua bidestilada estéril que
se calentd a 100°C durante 10 minutos para eliminar restos de DNAsas. Se

dejo enfriar lentamente y se conservé congelada en alicuotas.

3. 1. 2. Purificacion de ADN para secuenciacion.

En el caso de la obtencion de plasmidos para la secuenciacién se
partié de una preparaciéon de ADN obtenida mediante lisis alcalina, se trato
con RNAsa A, a una concentracién final de 0,03 mg/ml, a 37°C durante 30
minutos. Se extrajo la RNAsa con PCIA y se precipitd el ADN con dos
volimenes de etanol al 95% y 1/10 del volumen de acetato sédico 3M. Se
lavaron los restos de sales con etanol al 70% y se seco el ADN al vacio. Se
resuspendio en 80 1l de agua estéril y se afiadieron 100 ! de PEG 6.000 al
13% y 16 pl de NaCl 5M, se incubo en hielo durante 20 minutos y se
centrifugod a 13.000 r.p.m., el precipitado se lavd con etanol al 70%, y se
seco al vacio. El ADN asi purificado se resuspendio en unos 20 pl de agua
destilada y se midid su concentracion segun se indica en el apartado

siguiente.

3. 1. 3. Medida de la concentracion del ADN.

Se tomaron 5 pl de la preparacién de ADN, libre de ARN, y se
llevaron a un volumen final de 1 ml con agua bidestilada. Las mediciones
se efectuaron en un espectrofotémetro Cary (Varian) utilizando cubetas de

cuarzo de I ml. Se midid la absorbancia de las muestras a 260 y 280 nm.
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La concentracién real se calculd sabiendo que una unidad de A
corresponde a una concentracion de 50 pg/ml de ADN. La relacion
Aseo/ Azgo indica la calidad de 1a muestra, para una preparacién de ADN sin
impurezas este cociente toma un valor de 1,8 (Sambrook et al., 1989).

El conocimiento de la concentracién de ADN es importante en las

técnicas de amplificacion por PCR o secuenciacion .
3.2. MODIFICACION ENZIMATICA DEL ADN.

3. 2. 1. Digestién del ADN con endonucleasas de restriccion.

El ADN fue digerido con endonucleasas de restriccion de
Boehringer-Manheim siguiendo las recomendaciones del proveedor en
cuanto al tampodn y a la temperatura requeridas. Los tiempos de digestién

variaron, segln la cantidad de ADN a digerir, entre 2 y 4 horas.

3. 2. 2. Digestion con nucleasa S§/ para eliminar extremos
protuberantes.

La nucleasa S/ digiere especificamente ADN monocatenario, se
empled para eliminar los extremos protuberantes que se .producen tras
corte con la correspondiente endonucleasa de restriccion. Se utilizé la
nucleasa SI del kit Erase-a-Base System de Promega. El ADN una vez
digerido con la enzima de restriccidn y purificado, se tratd con una
diluciéon 1/100 en agua destilada de la nucleasa S/ (25U/ul) y su
correspondiente tampoén (suministrado en el 4f) en un volumen final de
unos 15-20 ul. La reaccidén transcurrio a temperatura ambiente

recogiéndose alicuotas de 2 pl cada 15 segundos y parandola con la
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solucion de parada suministrada por el proveedor. La muestra se calento a

70°C durante 10 minutos y se purifico.

3. 2. 3. Desfosforilacion del ADN,

Esta técnica se empled para eliminar los grupos fosfato 5’en vectores
digeridos con endonucleasas de restriccién, para evitar el autoligamiento.
Para ello se traté el ADN con la enzima fosfatasa alcalina.

La fosfatasa cataliza la eliminacion de los extremos 5'-fosfato del
ADN, ARN, rNTP, dNTP. En el tratamiento se utilizé 1U de fosfatasa
alcalina (Boehringer Mannheim) junto con 1| pl del tampdén 10x
suministrado, para un volumen final de digestion de 10 pl. Se incubd la
mezcla durante una hora a 37°C y, transcurrido ese tiempo, la fosfatasa se
inactivé por calor a 75°C durante 10 minutos, afiadiéndole, previémente,
10 pl de EGTA 0,1 mM.

Tras la inactivacidn, se realizd una extraccion con un volumen de
PCIA, tras lo cual el ADN se precipité con dos volumenes de etanol al
95% y 1/10 del volumen de acetato sédico 3 M y se lavo con etanol al

70%. Se sect al vacio y se resuspendié en agua bidestilada.

3. 2. 4. Ligamiento de fragmentos de ADN.

Se empled la ADN ligasa 74 de Boehringer Mannheim con el
tampon suministrado con la enzima. Los ligamientos se realizaron en un
volumen de 10 pl afiadiendo un volumen variable de ADN (generalmente
una proporcion 1:10 de vector e inserto a clonar) y 1 U de ligasa. Se
incubd 2-4 horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C cuando el
ligamiento era de extremos cohesivos. Cuando el ligamiento era de

extremos romos se incubo a 18°C toda la noche.
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3. 2. 5. Utilizacion de polimérasas.

ADN polimerasa de T4 y fragmento Kienow de la ADN polimerasa I

de E. coli (Boehringer Mannheim).
- Presentan ac-tividad polimerasa 5°—3’, actividad exonucleasa 3’35’
y carecen de actividad exonucleasa 5'—3’. Se usaron, tanto para rellenar
extremos recesivos 3’ como para eliminar extremos protuberantes 3’en la
construccién de plasmidos recombinantes. En el caso de la eliminacion de
extremos protuberantes 3’ se prefiri6 emplear la ADN polimerasa del
bacteriéfago T4 debido a su mayor actividad exonucleasa 3'—>35".

Las reacciones de relleno se llevaron a cabo en un volumen final de
15-20 pl. Se afiadieron al ADN, 1U de la enzima elegida, 1/10 del yolumen
final del tampén correspondiente a dicha enzima y 3 ul de una disolucién
de nucieétidos 0,125 mM, incubando la mezcla a 37°C durante 30 minutos.
Transcurrido ese tiempo, las muestras se llevaron a un volumen de 100 pul y
se sometieron a extraccion con PCIA, precipitacion en doble volumen de
etanol y 1/10 de volumen de acetato sédico 3M y lavado con etanol al
70%. El ADN se resuspendié en agua estéril y generalmente se utilizo en

reacciones de ligamiento con otros fragmentos de extremos romos.

ADN polimerasa del bacteridfago 77.

Se utilizé una forma obtenida por manipulacién genética in vitro, la
Sequenase’™ version 2.0. Esta polimerasa carece completamente de
actividad exonucleasa 3'—5'y posee baja actividad exonucleasa 5'—3’, lo

que la hace adecuada para la secuenciacion del ADN.
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ADN Polimerasa de Tag (Boehringer Mannheim).

Se aislo originalmente de Thermus aguaticus. Tiene una actividad
polimerasa 5'—3" muy alta y carece de actividad exonucleasa 5'—3". Esta
polimerasa es estable en incubaciones prolongadas a elevadas temperaturas
y puede, por tanto, ser empleada para amplificar fragmentos de ADN

mediante reacciones en cadena de la polimerasa (PCR).

ADN Polimerasa de Pwo {Boehringer Mannheim).

Aislada de Pyrococcus woesei. Se utilizo para la amplificacion de
fragmentos de ADN de un tamaiio de 3 Kb con un riesgo de error
razonablemente bajo. Esta polimerasa presenta actividad ADN polimerasa
5'—»3" y actividad exonucleasa 3'—>5’, careciendo de actividad
exonucleasa 53" Ademds de ofrecer una alta fiabilidad, pues es unas 10
veces mas fiable en la sintesis de ADN que la ADN polimerasa de Tagq,
deja extremos romos en los productos de PCR, lo cual resulta muy 1til a la

hora de clonar dichos productos en un sitio de restriccion romo.

3. 2. 6. Amplificacion del ADN mediante la reaccion en cadena de
Ia polimerasa (PCR).

La amplificacién del ADN por PCR fue realizada en un
termociclador. 20 ng de ADN molde se incubaron con 30 pmoles de
cebador-1 y otros tantos de cebador-2 (suministrados por Pharmacia) en
presencia de dNTPs 0,25 mM (Boehringer-Mannheim), tampon 1x de la
Tag polimerasa o de la Pwo polimerasa y 2U de la correspondiente
polimerasa. Se desnaturalizé el ADN molde antes de afiadir la polimerasa
incubando durante 2 minutos a 94°C. La polimerasa, se afiadi¢

rapidamente, iniciandose una serie de 30 ciclos de: ! minuto de
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desnaturalizacion a 94°C, 2 minutos de anillamiento a 50-57°C
(dependiendo de la temperatura de anillamiento de los cebadores) y 2
minutos de extension a 72°C. Se realizé un ultimo ciclo de 10 minutos a
72°C para que se terminasen todas las reacciones.

Tras la finalizacion de la PCR, se comprobé el ADN obtenido en un

gel de agarosa al 0,7% (apartado 3.5.1)
3.3. METODOS DE TRANSFORMACION.
3. 3. 1. Transformacion de E. coli.

3. 3. 1. 1. Método de transformacion con cloruro cdlcico (Cohen et
al, 1972). '

Preparacion de células competentes.

Con este procedimiento se prepararon las células competentes de las
cepas HB101, IM101 y JM109. Se partié de un cultivo de 100 ml de YT
inoculado con 1 ml de un cultivo fresco previo. Se dejo crecer hasta
alcanzar una Agyg de 0,6 (2-3 horas). Se recolectaron las células
centrifugando a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos a 4°C. Se lavaron en 50 m!
de NaCl‘ 10 mM frio. Se volvieron a centrifugar y se resuspendiercn en 50
ml de Cl,Ca 100 mM frio. Se incubaron en hielo durante 20 minutos. Este
tratamiento las induce a un estado de “competencia” transitorio, durante el
cual las células son capaces de captar ADN. Tras una centrifugacion a
5.000 r.p.m. se resuspendieron en 3 ml de Cl;Ca 100 mM. Para conservar
las células congeladas a -80°C se afiadid igual volumen de una disolucién

de glicerol al 30% en Cl,Ca 100 mM y se repartieron en alicuotas.
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Transformacion. .

En el momento de la transformacion, 100 pl de células competentes
recién descongeladas se incubaron en hielo con 400 pl de Cl,Ca 100 mM
y 1-2 pug del ADN transformante. Al cabo de 30 minutos, las células
fueron sometidas a un choque térmico a 42°C durante 2 minutos, tras lo
cual se afiadié 1 ml de medio LB y se incubaron a 37°C durante 60 minutos
antes .de sembrarlas en placas selectivas con ampicilina para obtener

colonias aisladas.

3. 3. 1. 2 Meétodo de transformacion con cloruro de rubidio
(Kushner, 1978).

Preparacion de células competentes. _

Se utilizd este protocolo para la cepa DH5c. Las células se
cultivaron en 100 ml de medio SOC hasta que alcanzaron una Agy de 0,6,
momento en el que se pard el crecimiento enfriando el matraz en hielo
durante unos 10 minutos. A continuacidn, se centrifugaron a 4°C a 5.000
r.p.m. durante 5 minutos. Al sedimento celular se le afiadieron 30 ml de
tampon TfB-1 (CLLRb 100 mM, Cl,Mn 50 mM, acetato potasico 30 mM,
Cl,Ca 10 mM y glicerol 15%, pH 5,8) en frio. Se volvié a centrifugar, se
resuspendieron las células en 4 m! de tampén TfB-2 (MOPS 10 mM pH 7,
CLRb 10 mM, Cl,Ca 75 mM y glicerol 15%) y se repartieron en alicuotas

para congelarlas a -80°C.

Transformacion.
Se descongel6 una alicuota de 100 pl de células competentes y se le
afiadio el ADN plasmidico. Se incubé 20 minutos en hielo y se le dié un

choque térmico a 42°C durante 90 segundos, tras los cuales se incubé 3
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minutos en hielo. A continuacion se afiadieron 400 pl de medio LB y se
incubd durante 1 hora a 37°C, Las células transformadas se centrifugaron a

3.000 r.p.m. y se sembraron en placas selectivas.
3.3. 2. Transformacion de levaduras.

3. 3. 2. 1. Transformacion de levaduras por el método de Klebe

(Klebe et al., 1983).

Este método se basa en la induccion de la transformaciéon por
tratamiento con polietilenglicol. 10 ml de células de levadura de un cultivo
a una Agg de aproximadamente 0,6 se sedimentaron por centrifugacion
durante cinco minutos a 4.000 r.p.m., lavando el precipitado con 5 ml de
soluciéon A (Sorbitol 1M, bicina 10 mM, etilénglicol 3%, KCl 1,25 M,
Cl,Ca 30 mM, pH 8,35 y dimetilsulfoxido 5%). Las células se
resuspendieron en 0,2 ml de esta solucion, a continuacion se congelaron en
nieve carbénica por espacio de 10-15 minutos, en este tiempo se les afiadi6
el ADN plasmidico transformante en un volumen de 50 ul; posteriormente
fueron sometidas durante 5 minutos a un choque térmico a 37°C con
agitacion intensa. Pasado este tiempo, se afiadieron 1,5 ml de soluciéon B
(Polietilenglicol-1000 40%, Bicina 200 mM, pH 8,35) y se incubaron en
este medio a 30°C durante | hora, tras lo cual se centrifugaron y lavaron en
1,5 ml de solucién C (NaCl 0,15 M, Bicina 10 mM, pH 8,35). Las células

se sembraron en placas selectivas adecuadas.
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3. 3. 2. 2. Transformacion de levaduras por el método de Ito (Ito et

al, 1983).

Se basa en el tratamiento de las células con sales de litio. 10 ml de
células de levadura de un cultivo a una Agg de aproximadamente 0,6 se
precipitaron por centrifugacion durante cinco minutos a 4.000 r.p.m., se
lavé el botén celular con 5 ml de acetato de litio 0,1 M. Tras una nueva -
centrifugacion se resuspendieron las células en 100 pl de acetato de litio
0,1 M y se incubé a 30°C durante 1 hora. Se afiadieron 5 ml de ADN de
salmén 10 mg/ml desnaturalizado (carrier) junto con el ADN
transformante y se incubé la mezcla a 30°C durante 30 minutos. Se
aftadieron 0,7 ml de una mezcla con PEG al 44% y 1/10 de acetato de litio
0,1 M y se realizé una nueva incubacién durante 1 hora a 30°C. El f)réximo
paso fue la induccion de un choque térmico sometiendo las células a 42°C
durante 10 minutos. Tras el choque térmico se centrifugo y se lavé con 1
ml de IXTE (pH 7,5). Se volvid a centrifugar, se resuspendi6 el boton
celular en 400 pul de IXxTE (pH 7,5} y se sembré en placas selectivas

adecuadas.

3. 3. 2. 3. Transformacion de levaduras por electroporacion
{Ausubel et al., 1995).

Preparacion de células competentes.

500 ml de células creciendo en medio YPD a una Agg de 1,3-1,5 se
centrifugaron durante 5 minutos a 5.000 r.p.m. y se resuspendieron en 80
ml de agua destilada estéril fria. Para incrementar la electrocompetencia se
incubaron con 10 ml de 10xTE, pH 7,5 y 10 ml de acetato de litio 1 M, pH

7,5 durante 45 minutos a 30°C y agitacién suave. Posteriormente se
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afiadieron 2,5 ml de DTT 1M y se incubé 15 minutos a 30°C. Al finalizar
la incubacion se diluyé la suspension cetular con 400 ml de agua destilada
estéril fria y se centrifugd a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos. Se hizo un
segundo lavado con 250 ml de agua destilada, se centrifugd y se
resuspendi6 el botén celular en 20 ml de sorbitol 1M frio. Tras una ultima

centrifugacion, se resuspendié en 0,5 ml de sorbitol 1M frio.

Electroporacion.

Se utilizd e} Gene Pulser II de la casa comercial Bio-Rad. En una
cubeta de electroporacion fria de 0,2 cm se afiadieron 40 pl de células y
100 ng de ADN. Se sometieron a un pulso de 1,5 kV a 25 uF y 200 Q de
resistencia. Inmediatamente se afiadid 1 ml de Sorbitol 1M frio y se sembro
en placas selectivas conteniendo sorbitol 1 M (actua como pfotector

osmético, aumentando la supervivencia de las levaduras transformadas).

Generalmente, en las transformaciones tanto de bacterias como de
levaduras, se realizé una transformacién sin ADN transformante, como

control negativo.

3. 3. 2. 4. Comprobacion de la estabilidad plasmidica.

Para la determinacién de la estabilidad del plasmido en la levadura
transformada se tomaron muestras a diferentes tiempos de cultivo, se
hicieron diluciones dependiendo de la fase de cultivo en que se encontrase
y se sembraron 100 pul en placas CM. Se dejaron crecer a 30°C y se realizo6
una réplica en placas CM sin el aminoacido utilizado como marcador

auxotrofico, determinando la proporcién de células viables.
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3. 4. PREPARACION DE EXTRACTOS PROTEICOS DE
LEVADURA.

Se utilizaron varios métodos de preparacion de extractos proteicos de
la levadura K. lactis. En todos los casos se partié de un cultivo de células
creciendo en medio YPL que se precipitaron por centrifugaciéon a 7.000
r.p.m. durante 5 minutos a 4°C y posteriormente se lavaron una vez con

agua destilada estéril fria.

3. 4. 1. Extraccion con solventes.

3. 4. 1. 1. Extraccion con cloroformo.

Se siguio el método de Stred’ansky et al., (1993) segun el cual 2 g de
peso humedo de células recogidas por centrifugacion se resuspendieron en
20 ml de tampodn fosfato 0,5 M, pH 9,5 al que se le afiadiéo un 1% de
cloroformo. La suspension celular se incub6 a 37°C durante 3 horas y se
determind la actividad B-galactosidasa extraida y la concentracion de
proteinas a diferentes horas tras separar el lisado celular centrifugando 5

minutos a 5.000 r.p.m.

3. 4. 1. 2. Extraccion con diferentes solventes.

En otros casos 1 g {peso hiimedo) de células fueron resuspendidas en
diferentes solventes al 80%: etanol, metanol, isopropanol y t-butanol,
segun la técnica de Fenton (1982). Tras la extraccion, que tuvo lugar a
30°C durante 90 minutos, se diluyd la mezcla células-solvente con 100 ml
de tampon fosfato potasico 0,1 M, pH 6,6 y se incubd 21 horas a 30°C,

Posteriormente, se centrifugé 5 minutos a 5.000 r.p.m., obteniendo un
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sobrenadante que contiene el extracto crudo de proteinas en el que se

determind la actividad B-galactosidasa y la concentracion proteica.

3. 4. 2. Extraccion por procedimientos mecanicos.

Una vez recogidas las células se resuspendieron en 1 ml de tampon
A (Tris-HCI 0,2 M, pH 7,8, (NH4),S0, 0,3 M, MgCl, 10 mM, EDTA 1
mM, glicerol 10%) frio por gramo de peso humedo. Antes de proceder a la
rotura mecanica se afiadieron inhibidores de proteasas a las siguientes
concentraéiones finales: pepstatina 4 uM, leupeptina 4 puM, aprotinina 2
ug/ml, PMSF (fenilmetilsulfonilfluoridrico} 0,1 mM y p-Mercaptoetanol 2
uM. Las células se rompieron usando diferentes procedimientos:

a) Mediante agitacion vigorosa con vorfex durante pulsos de 20
segundos y pausas de otros 20 segundos en hielo.

b) El mismo procedimiento que el anterior pero afiadiendo 0,2
gramos de perlas de vidrio de 1,5 mm.

¢) Utilizando un sonicador a 16 micrones con pulsos de 5 minutos y
5 minutos de pausa en hielo, repitiéndose el proceso unas 4 veces. Se
observo la lisis de las células a través de un microscopio optico.

Tras finalizar la rotura mecanica se centrifugaron a 8.000 r.p.m.
durante 15 minutos. El sobrenadante se sometido a una nueva
centrifugacion durante 90 minutos a 40.000 r.p.m.. El sobrenadante asi
obtenido se repartié en alicuotas de 500 pl que se congelaron en N,
liquido. Se determind la concentracion de proteina total del extracto por el
método Bradford (1976) (apartado 4.4.) y la actividad [}-galactosidasa por
el método de Guarente (1983) (apartado 4.5.).
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3. 4. 3. Extraccion con enzimas.

Se siguid la técnica de Jigami ef al., (1986) con modificaciones, esta
técnica también se empled para la formaciéon de protoplastos. Tras
centrifugar las células crecidas en YPL se obtuvo un sobrenadante (S1) y
un precipitado. Este precipitado se resuspendié en 1 ml de soluciéon A
(Sorbitol 1,2 M, KH,PO, 10 mM, pH 6,8 y 25 mM de 2-Mercaptoetanol) y
se lavo 2 veces, se resuspendio de nuevo en 2 ml de solucién B (Sorbitol
1,2 M, KH,PO, 10 mM, pH 6,8 y 0,6% de Liticasa de Arthrobacter luteus
de Sigmaj y se incubo unos 45-60 minutos a 30°C con agitacién suave. La
formacion de protoplastos se observd en el microscopio Optico.
Posteriormente se centrifugd a 2.500 r.p.m. a 4°C durante 4 minutos, en el
sobrenadante (S2) se encuentra la fraccidn periplasmica y en el precipitado
las células las cuales se lisaron en presencia de agua destilada y se
sometieron a una nueva centrifugacion de la cual se obtuvo un
sobrenadante (83) -fraccién citoplasmatica- y un precipitado (P1).

Se midioé actividad B-galactosidasa y concentracion proteica en las

fracciones S1, 82, 83 y P1.
3. 5. TECNICAS DE ELECTROFORESIS.

3. 5. 1. Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

La agarosa en solucioén acuosa, fundida y posteriormente enfriada,
genera un gel por formacion de puentes de hidrogeno. Los geles de agarosa
permiten un rango de separacién en funcion de su concentracién y del
tamafio molecular de los fragmentos a separar (Sambrook ef al., 1989). Se

utilizaron para la separacion de fragmentos de ADN, con objeto de
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comprobar nuevas construcciones en plasmidos, productos de PCR, o bien
para separar fragmentos especificos que fueron rescatados del gel.

Se prepararon geles con agarosa al 0,7%, utilizando el tampén Tris-
EDTA-Acetato (Tris 0,04 M, EDTA 1mM, acetato sodico 20 mM, acido
acético 30 mM). L-as electroforesis a voltajes entre los 60 V (para los geles
pequeftos) y los 100 V se efectuaron por espacio de 1-4 horas,
dependiendo también del tamafio de los frégmentos a separar. Como
referencia de tamafios se utilizaron los marcadores de pesos moleculares
numero II, 111 y XVII de Boehringer Manheim. La composicidn del tampén
de carga 10x fue la siguiente: 0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de

xilen-cianol y 30% de glicerol en 1xTE.

Tincidn de los geles de agarosa y visualizacion de las muestras.

Los geles se tifieron por inmersién en una solucion de agua destilada
o tampon de electroforests (Tris-EDTA-Acetato) con 0,01% (v/v) de una
solucién stock de bromuro de etidio (5 mg/ml), durante 5-15 minutos. Se
lavaron con agua destilada y se visualizaron las muestras exponiendo los
geles a la luz UV en un transiluminador Vilber Lourmat TFX-20 M. El
bromuro de etidio es un fluorocromo intercalante que se une
especificamente al ADN o al ARN, permitiendo la visualizacién de estos

acidos nucleicos al UV.

Aislamiento de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa.

Para el aislamiento de fragmentos de ADN para su posterior
clonacion en vectores, se utilizé el Kit de Gene Clean BIO-101, siguiendo
el protocolo indicado por los proveedores. Se basa en una matriz de silice,

denominada glass-milk, a la.que se adhiere el ADN y no el resto de los
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contaminantes que se extraen mediante un proceso de lavados sucesivos
con una solucién de cloruro sddico, etanol y agua (New Wash).
Posteriormente, el ADN se despega de la matriz a 45-50°C. El rendimiento

estimado de recuperacion es de aproximadamente un 80%.

3. 5. 2. Electroforesis de ADN en geles de poliacrilamida.

Estos geles se utilizaron para la secuenciacion de fragmentos de

ADN como se indica en el apartado 3.6.3.

3. 5. 3. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

(PAGE).

3. 5. 3. 1. Geles desnaturalizantes SDS-PAGE.

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida a una
concentracion fija de acrilamida del 10% siguiendo el método descrito por
Laemmli er al., (1970). Se utilizd la célula de electroforesis Mini Protean
I de Bio-Rad. Los geles separador y concentrador se prepararon segun el

siguiente esquerna:

Solucién Separador Concentrador
Acrilamida 45% 2,2ml 0,55 ml
Tris 1,5 M pH 8,8 2,5ml 0,63 ml
SDS 10% 0,1 ml 0,05 ml
APS 10% 0,1 ml 0,05 ml
TEMED 0,004 ml 0,003 m}
H,O 5,1 ml 3.68 ml

Se mezclaron todos los reactivos y en el momento de verter se afiadié

el TEMED y el APS. Se vertio la solucién de acrilamida entre los cristales,
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dejando espacio para colocar el peine. Sobre la superficie libre del gel se
dejaron resbalar unas gotas de agua, para evitar el contacto entre el gel y el
oxigeno del aire que impide la polimerizacion. Una vez polimerizado el gel
separador (20-30 minutos) se elimind la capa de agua y se rellend el
espacio superior restante del molde con gel concentrador, introduciéndose
un peine para la formacién del numero de pocillos adecuado donde se
colocarian las muestras. Tras la gelificacion se retird el peine y se recubrio
con la solucién tampon.

Se utilizé un tampon Tris-ClH-glicina: Tris-HC] 25 mM, glicina 192
mM, SDS 0,1% pH 8,3.

Las muestras de proteinas se diluyeron al 50% con tampon de carga
(Tris-HCI 0,12 M pH 6,8, SDS al 6%, glicerol 10%, 2-Mercaptoetanol al
15% y azul de bromofenol 0,0025%) y seguidamente se calentaron 2100°C
durante 2-5 minutos, procediéndose a continuacion a aplicar la muestra en
cada pocillo del gel.

Las electroforesis se llevaron a cabo manteniendo el voltaje
constante a 100 V durante el paso de la muestra por el gel concentrador,
incrementandose este valor a 120 V durante su transcurso a través del gel
separador.

| Cuando el frente, coloreado con azul de bromofenol, llegé al
extremo inferior de la placa, se detuvo la electroforesis y se procedid a la
extraccion del gel del molde para la posterior fijacion y tincién de las
proteinas del mismo.

Como referencia de tamafios se utilizaron los siguientes marcadores
de pesos moleculares de proteinas: los marcadores de peso molecular de
rango alto de Sigma (de 205 kDa a 36 kDa) y los marcadores de peso
molecular de rango intermedio de Promega (de 97,4 kDa a 14,4 kDa). |
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Tincion de los geles SDS-PAGE.

Una vez concluida la electroforesis se procedié al lavado de los geles
con agua bidestilada, con el fin de eliminar el exceso de SDS. A
continuacion las proteinas se tifieron con Coomassie brilliant blue (CBB)
G-250 (Neuhoff et al,1985). Previa a su utilizacion se procedio a la
purificacion de este colorante, para ello se disolvieron 4 gramos en 250 ml
de acido acético al 7‘,5%, se calentd a 70°C y se afiadieron 44 gramos de
sulfato aménico. Después de que el sulfato amodnico se hubo disuelto, se
dejé enfriar la mezcla a temperatura ambiente. El colorante se recuper6 por
filtracion.

Después de la electroforesis se dejo incubando el gel durante una
hora a temperatura ambiente con agitacidén en &cido tricloroacético al
12,5%. A continuacion se tifio el gel con CBB 0,1%, acido ortofosférico al
2%, y sulfato aménico 6% durante 2 horas o mas a temperatura ambiente y
en agitacion. El lavado se realizd con agua. Para fijar la tincién de las
proteinas, se afiadié sulfato amonico al 20% y se incubd a temperatura

ambiente con agitacion. La sensibilidad es de 0,05-0,1 pg por banda.

3. 5. 3. 2. Electroelucion de proteinas a partir de geles de PAGE.

Una vez finalizada la electroforesis, se lavé el gel con agua y se tifi6
con rojo Ponceau S al 0,2% en acido tricloroacético al 3% para observar
las bandas polipeptidicas. Se corté la banda del gel correspondiente al
fragmento de proteina que se pretendia aislar, se lavé con agua hasta
eliminar el fondo rojo y se introdujo en una tripa de dialisis con un tamafio
de poro de 10-15 kDa. La electroelucion se realizd en una cubeta de
electroforesis con el tampoén Tris-ClH-glicina (pero sin SDS) y a 120 V

durante una hora. Tras finalizar se recogié la membrana de dialisis con la
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muestra y se dializé frente a agua durante toda la noche. A la mafiana
siguiente se retird el liquido de la tripa de didlisis y se concentré mediante
liofilizacidn. Una vez liofilizada la muestra se resuspendid en agua estéril
y se determiné la concentracion proteica mediante el método de Bradford
(1976) (apartado 4.4). La banda proteica asi aislada fue utilizada para la

obtencién de anticuerpos.

3. 5. 3. 3. Geles de proteinas en condiciones nativas (PAGE).

Los geles de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes
fueron realizados de la misma manera que los geles SDS-PAGE pero sin
afiadir SDS vy usando un formador de gradientes con una concentracién de
acrilamida entre 5-15%. La electroforesis se llevé a cabo a 4°C. Como
referencia de tamafios se utilizaron los marcadores de pesos moleculares de

proteinas nativas de Sigma (de 545 kDa a 14,2 kDa).

Deteccion de actividad B-galactosidasa en geles de PAGE.

Una vez concluida la electroforesis en co;ldiciones nativas se usaron
tres técnicas diferentes para detectar la banda que presentaba actividad [3-
galactosidasa:

a) El gel fue inmerso en tampoén Z (apartado 4.5.2) conteniendo el
substrato cromogénico o-nitrofenil-p-D-galactopirandsido (4 mg/ml)
durante varios minutos a 30°C hasta que aparecié una banda amarilla
(Dickson ef al., 1979).

b) Siguiendo la técnica de Erickson y Steers (1970), usando como
substrato 0,025 g de BNG (6-bromo-2-naftil-pf-D-galactopirandsido) en
metanol 10% (v/v), Tris-CIH 0,01 M pH 7,4, NaCl 0,01 M y Cl,Mg 0,01

M. Se incub6 el gel durante varios minutos a temperatura ambiente en la
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solucion anterior, seguido de una incubacién de 1 a 2 minutos con 1 mg/ml
de diazo-blue B. La aparicion de una banda marrdn indico la presencia de
una forma enzimaticamente activa de B-galactosidasa. La reaccion se par6
lavando con agua y fijando el gel en 4cido acético al 7,5%.

¢) Se utilizé un tercer método (Brady ef al.,1995), incubando el gel
durante 2-5 horas a temperatura ambiente en una solucion con 5 mM de
MUG (metilumbeliferil-B-D-galactésido) en fosfato sédico 50 mM, pI—Ic
7,0. Para la visualizacién de la banda los geles fueron transferidos a un

transiluminador de UV.
3. 6. TECNICAS DE SECUENCIACION DE ADN.

Las reacciones de secuenciacion se realizaron empleando el.método
de terminacion de la cadena con 2,3-didesoxirribonucledtidos trifosfato
(ddNTPs) (Sanger et al.,, 1977), utilizando el Sequenase Version 2.0 DNA
Sequencing Kit (Amersham). Todas las reacciones se llevaron a cabo
utilizando la ADN polimerasa del bacteriéfago 77 (apartado 3.2.5)
suministrada en el kiz. Se utilizaron cebadores comerciales o disefiados a

partir de la secuencia de ADN previamente establecida.

3. 6. 1. Preparacion del ADN molde.

Los moldes se obtuvieron a partir de ADN bicatenario, mediante una
desnaturalizacion alcalina segin se describe a continuacion: 4 pug de ADN
obtenido tras precipitacion con PEG (apartado 3.2.1.} se llevaron a un
volumen de 10 pl con agua, después de afiadir 1 pl de una solucién de
NaOH 2 M y EDTA 2 mM, se incubaron a 37°C durante 30 minutos, se

enfriaron en hielo y se mezclaron para su precipitacion con 1 pl de acetato
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sédico 3M y 2-4 volumenes de etanol al 95%. Tras centrifugacién a 13.000
r.p.m. durante 30 minutos, lavado con etanol al 70% y secado al vacio se

resuspendieron en 7 pl de agua. En la reaccion de secuenciacion se

emplearon los 7 pl.

3. 6. 2. Reacciones de secuenciacion.

Hibridacién del cebador con el ADN molde: Se mezclaron los 7 i
de ADN molde con 2 pl del tampén de la ADN polimerasa T7
(suministrado en el kif) y 1 pl del cebador (250-500 ng), se incubaron a
65°C durante 2 minutos, posteriormente se dejo enfriar la muestra a
temperatura ambiente durante 30 minutos hasta alcanzar una temperatura
aproximada de 37°C para facilitar la union del cebador al ADN molde y se
pasaron las muestras a hielo hasta el inicio de la reaccion de marcaje.

Reaccién de marcaje: Los marcajes se prepararon poco antes de
cargar las reacciones en el gel. A la mezcla molde-cebador en hielo se le
afiadieron: 1 pl de DTT 0,1 M, 2 pul de mezcla de marcaje diluida (1:5)
suministrada en el ki, 0,5 pl de radioisdtopo (*°S-0-dATP), 1 pul de ADN
polimerasa T7 diluida (1:8) con el tampén de dilucion de la enzima
(suministrado en el kir). Las reacciones de marcaje se incubaron durante 5
minutos a 20°C.

Reaccion de terminacion: Mientras se desarrollaban las reacciones
de marcaje, se prepararon cuatro tubos, cada uno de ellos con 2,5 pl de
cada una de las mezclas de terminacion del kit, ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP. Estos tubos se incubaron a 37°C durante los Gltimos minutos de la

reaccion de marcaje.
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A cada uno de ellos se le afiadieron 3,5 pl de la reaccion de marcaje

y se incubaron a 37°C durante 5 minutos. Las reacciones se pararon con 4

ul de solucion de parada del kit y se mantuvieron en hielo hasta el

momento de ser cargadas en el gel.

3. 6. 3. Gel de secuenciacion.

Los geles de secuenciacion se prepararon al 7% a partir de una

disolucion stock que se conserva en oscuridad a 4°C y cuya composicion se

indica a continuacion:

Mezcla para geles al 7%:

Para 500 ml:
Urea 210 g
Acrilamida al 45% 78,1 ml
10xTBE 50 ml
Disolucion de Acrilamida al 45%:
Para 500 ml:
Acrilamida 2175¢
Bis-Acrilamida 75¢
10xTBE:
Para 500 mi:
Tris (900 mM) 54¢g
Acido bérico (900 mM) 275¢g
EDTA (40 mM) 74¢

Se tomaron 70 ml de mezcla para geles al 7% y se afiadieron 250 pl

de APS 10% y 50 ul de TEMED, se mezclé todo bien y se inyectd en un

molde constituido por dos cristales con una separacion de 0,4 mm. Uno de
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los cristales del molde se siliconizd previamente con una disolucién al 5%
de dicloro-metil-silano en cloroformo. Una vez polimerizado el gel, se
procedid a la electroforesis vertical en tampén 1XTBE. Antes de cargar las
muestras se esperd a que el gel alcanzara una temperatura entre 50 y 55°C
aplicando un voltaje de unos 1.800-2.000 V. Las muestras se
desnaturalizaron a 75°C durante 2 minutos antes de ser cargadas en el gel y
se mantuvieron en hielo hasta el momento de la carga. Tras cargar las
muestras, la electroforesis se mantuvo a una potencia de 90 W por un
tiempo variable durante el cual se hicieron dos o tres cargas (de 2 a 8
horas), dependiendo de la extension que se queria secuenciar.

Al finalizar la electroforesis se separd uno de los cristales y el gel
pegado al otro cristal se adhirio a un papel de filtro grueso y se secé en un

desecador de geles al vacio durante una hora.

3. 6. 3. 1. Autorradiografias de los geles de secuenciacion.

Los geles de secuenciacion se visualizaron tras exponer los geles
secos a peliculas de rayos X Agfa Curix en carcasas con pantalla
amplificadora durante un tiempo estimado en relacion con la sefial
detectada con el contador Geigger (16 horas normalmente). Las peliculas
se revelaron 5 minutos en revelador RX Agfa G-150, se lavaron 1 minuto

en agua y se fijaron 5 minutos en fijador 4gfa-G350.
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4. TECNICAS ANALITICAS.

4. 1. DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS TOTALES
(REACCION DEL FENOL-SULFURICO).

Basado en la reaccién del furfural, el método aplicado (Dubois et al,,
1956, segun se describe en Strickland y Parsons, 1968), consistio en una
valoracion de los monosacéridos presentes en la muestra a estudiar, mas
- los obteniaos a través de la hidrolisis 4cida de los disacaridos.

Se mezclaron 0,5 ml de muestra con 0,5 ml de una solucidén acuosa
(50 mg/ml) de fenol y 2,5 ml de una solucién (5 mg/ml) de sulfato de
hidracina (N,Hs-H;S0,) en acido sulfiorico concentrado (El sulfato de
hidracina evita la oxidaciéon espontanea del fenol en la mezcla de
reaccion). Esta dltima solucion se afiadié rapidamente para que la mezcla
fuese inmediata. Se dejd enfriar a temperatura ambiente y se midid la
absorbancia a 490 nm frente a un blanco en el que la solucion a valorar se
sustituy¢ por agua destilada.

El calibrado se llevd a cabo mediante una seric de diluciones
preparadas a partir de una solucién acuosa de glucosa. Un intervalo de

concentraciones adecuado es 12-125 pg/ml.

4. 2. DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES
(REACCION DEL ACIDO 3,5-DINITROSALICILICO).

El método (Bernfeld, 1951) se basa en la determinaciéon de los
grupos reductores (de la glucosa, galactosa y lactosa) presentes en la

muestra a estudiar.
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Reactivo:
Para 100 ml:
Acido 3,5-dinitrosalicilico lg
Tartrato Na-K-4H,0O 30g
NaQH 2N ) 20 ml

Utilizable en tanto no se forme precipitado.

Se mezclé 1 ml de muestra con | ml de reactivo. La mezcla se trato 5
minutos en bafio de agua a ebullicion, se dejé enfriar a temperatura
ambiente, se afiadieron 10 ml de agua destilada y se midié la absorbancia a
540 nm frente a un blanco en el que la solucion a valorar se sustituyd por
agua destilada.

El calibrado se llevo a cabo sobre una serie de diluciones preparadas
a partir de una solucion acuosa de glucosa. Un intervalo de

concentraciones adecuado es 0,25-2,5 mg/ml.
4, 3. DETERMINACION DE LACTOSA/D-GALACTOSA.

En algunos experimentos se hizo necesario determinar el consumo de
lactosa de una manera mas especifica, para ello se utilizo un test comercial
{Boehringer-Mannheim) basado en la hidrélisis de la lactosa por la enzima
B-galactosidasa y posterior oxidacion de la D-galactosa obtenida por la B-
galactosa deshidrogenasa. La cantidad de NADH formado en esta tltima
reaccion esta en una relacion estequiométrica con respecto a la lactosa y la
D-galactosa. El incremento en NADH se determind midiendo en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 340 nm. Se procedié

siguiendo las instrucciones del proveedor.
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4. 4. DETERMINACION DE PROTEINAS (METODO DE
BRADFORD).

El método de Bradford (1976) es un método colorimétrico que nos
permite detectar cz:mtidades de proteinas de hasta 1 pg.

Se prepar6 1 ml de la muestra problema convenientemente diluida,
de ahi se tomaron 800 pl y se llevaron a 1 ml con el reactivo Protean-assay
de Bio-Rad. Las muestras se agitaron vigorosamente con la ayuda de un
vortex y se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. Antes de
transcurrida 1 hora se determind su absorbancia a 595 nm. La recta de
calibrado se elabord con albimina de suero bovino (BSA), en cantidades

comprendidas entre 1 y 25 pg.
4. 5. DETERMINACION DE ETANOL.

Se utilizé un test comercial (Boehrz'ﬁger-Mannheim) basado en la
oxidacion, en condiciones alcalinas, del etanol a acetaldehido en presencia
de la enzima alcohol deshidrogenasa por el dinucledtido de nicotinamina-
adenina (NAD). El acetaldehido formado es, posteriormente, oxidado por
la enzima aldehido deshidrogenasa generando acido acético y NADH. La
cantidad de NADH formado en esta ultima reaccion esta en una relacion
estequiométrica con respecto al etanol. El incremento en NADH se
determind midiendo en un espectrofotometro a una longitud de onda de

340 nm. Se procedié siguiendo las instrucciones del proveedor.

97



Secrecion de la f-galactosidasa de Khiyveromyees lactis

4. 6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD §-
GALACTOSIDASA.

4. 6. 1. Determinacion cualitativa de la actividad }-galactosidasa.

Se emplearon placas X-gal y placas CM omitiendo el aminoacido
utilizado como marcador auxotréfico (apartado 2.2) suplementadas con |
ml pof cada 500 mi de placas del compuesto cromogénico X-Gal (5-
Blromo-4-Cloro-3-Indolil-B-D-galactopiranbsido) al 2% en
dimetilformamida.

Las colonias que poséian actividad B-galactosidasa se identificaron

por la aparicién de color azul en el medio.

4. 6. 2. Determinacion cuantitativa de la actividad p-
galactosidasa.

Se utilizd el método de Guarente (1983) con ligeras modificaciones
para adaptarlo a los diferentes preparados enzimdticos utilizados. La
actividad enzimatica se midié siguiendo la liberacién de o-nitrofenol
(ONP) a partir del substrato sintético o-nitrofenil-B-D-galactopiranosido
(ONPG).

Para medir la actividad en células libres, se dosifico en tubos de
ensayo una cantidad de suspension celular entre 1-5 ml, se centrifugd 5
minutos a 3.000 r.p.m., se elimind el sobrenadante y se lavé el precipitado
una vez con tampon Z (Na,HPO, 100 mM, NaH; PO4 40 mM, KC1 10 mM,
MgSQO, 1,6 mM y 2,7 ml de B-mercaptoetanol por litro de disolucién, pH
7), resuspendiéndose posteriormente en 2 ml del mismo. A continuacion,
se le afiadieron 110 pl de cloroforme y 170 ul de SDS al 0,1%. Se agité

fuertemente en vortex durante 15 segundos y se preincubd a 30°C durante
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5 minutos al cabo de los cuales se afiadieron 440 pl de la solucion de
sustrato (4 mg/ml de ONPG en agua destilada) y se dejo que la reaccion se
desarrollase, a la misma temperatura, en un bafio con agitacion hasta la
aparicion del color amarillo caractéristico del producto.

A partir de este momento, se sacaron dos alicuotas de 1 ml a
intervalos de tiempo controlados desde la adicion del sustrato. La reaccién
se detuvo afiadiendo ‘dichas alicuotas sobre 0,5 ml de carbonato sddico 1 M
contenidos en un tubo eppendorf.

La mezcla se centrifugé a 13.000 r.p.m. durante 5 minutos para
separar las células. En el sobrenadante, se determind
espectrofotométricamente el o-nitrofenol liberado, por medida de la
absorbancia a 420 nm. La concentracion se calcula usando un coeficiente
de extincion molar de 4.500 I/mol x cm (Inchaurrondo et al., 1994);

Para la cuantificaciéon de la actividad en un medio sin células, se
procedié del mismo modo que para las células libres pero, en este caso, en
lugar de la suspensién celular, se afiadié un volumen de 100-300 pl de
medio de cultivo libre de células directamente sobre el tampon Z y se
prescindid de afladir los agentes permeabilizantes cloroformo y SDS.

Se definio la Unidad Enzimatica (U.E.) como la cantidad de enzima
que libera un umol de o-nitrofenol por minuto en las condiciones del
ensayo. Las unidades se dan como U.E/ml de medio de cultivo, U.E/mg de

proteina o U.E/g de soporte en el caso de los cultivos en estado sélido.
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4. 7. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE
PROTEASAS.

Se utilizo el metodo de Barker y Worgan (1981) consistente en la
valoracion de la tirosina liberada por la accion de las proteasas sobre una
solucidn de caseina.

Se mezclaron 0,5 ml de tampodn fosfato 0,4 M pH 6 con 1Iml de una
solucion de caseina al 1% (p/v) en NaOH 0,02N y 0,5 ml de muestra
problema, y se incubaron a 30°C durante 10 minutos.

Se detuvo la reaccién afiadiendo 3 ml de una solucién acuosa de
acido tricloroacético al 5% (p/v), se agitd y se dej6 reposar 5 minutos. Se
centrifugd o filtré. A 0,5 ml del sobrenadante o filtrado se le afiadieron 2,5
ml de una solucion alcalina (20 g de Na,COs y 4 g de NaOH, para un litro).
Transcurridos 10 minutos se afiadieron 0,25 ml del reactivo de Folin y
Ciocalteau con un contenido acido 1IN (solucién comercial diluida 1:1 con
agua destilada), agitando el conjunto. Al cabo de 1| hora se midi6 la
absorbancia a 750 nm.

El calibrado se realizé a partir de una solucién de tirosina (1mg/ml)

en HC10,01 N.
5. TECNICAS CROMATOGRAFICAS.

5. 1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE RAPIDA
RESOLUCION (FPLC).

5. 1. 1. Cromatografia de intercambio anidnico.
Se realizo en un FPLC del tipo SMART system (Pharmacia). De 50 a

200 pl de muestra se aplicaron a una columna de intercambio aniénico
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(MonoQ PC 1.6/5) equilibrada con trietanolamina 20 mM pH 7,5. La
muestra fue de diferentes origenes: un extracto crudo de levadura a una
concentracién proteica de unos 12 mg/ml, un preparado comercial de B-
galactosidasa de K. lactis ('Maxilact LX-5.000, Gist Brocades) o fracciones
con actividad B-galactosidasa recogidas en pasos cromatograficos previos.
"La elucidn se realizd con un gradiente de 0 a 50% de NaCl IM en
trietanolamina 20 mM pH 7.5 en 20 minutos y, por ultimo, 5 minutos de
100% de este Gltimo tampon con el fin de eliminar las proteinas que
hubiesen quedado unidas a la matriz. Todo el proceso se llevo a cabo a
4°C, presidon constante y a un flujo de 100 pl/min, recogiéndose fracciones
de 100 pl por tubo y determinandose la Ajg.

A continuacion se midi6 actividad -galactosidasa en las fracciones,
tras lo cual se mezclaron cuidadosamente aquellas fracciones que
presentaban una mayor actividad y se concentraron cuando fue necesario
en sistemas de microultrafiltraciéon de corte 100.000 6 10.000 Da (4dmicon

Microcon-100YM), o se cargaron directamente en un gel de PAGE.

5. 1. 2. Cromatrografia de exclusion en gel.

Como en el caso anterior se realizé en un FPLC del tipo SMART
system. -Se empleé la columna de exclusion molecular Superose 12 PC
3.2/30 equilibrada con fosfato sodico 50 mM, pH 7,0 y NaCl 0,15 M, a la
que se aplicaron de 50 a 200 ul de muestra. Se realizé a 4°C, presion
constante y a un flujo de 40 pl/min. Se recogieron alicuotas de 100 pl,
determinandose la A,s y la actividad [3-galactosidasa, y se concentrd la
muestra cuando fue requerido en sistemas de microuitrafiltracion.

Para la determinacién del peso molecular de las proteinas la columna

fue calibrada usando los siguientes patrones de pesos moleculares (Sigma):
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el hexamero (545 kDa) y el trimero (272 kDa) de la ureasa de judia y €l
dimero (132 kDa) y el mondmero (66 kDa) de la albimina de suero

bovino.
5.2. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.

Se utilizé una columna de S ml de agarosa sustituida con p-
Aminofenil-1-thio-B-D-galactopiranésido (Sigma). El piranésido es el
sustrato analogo para la B-galactosidasa.

La columna, antes de aplicar 1 ml de muestra, se equilibré con
tampon fosfato 50 mM, la elucion se realizé con borato sodico 0,1 M pH
10,1 (Nader de Macias e al.,1983) a un flujo constante de 100 pl/min y en
camara fria (4°C). Se recogieron fracciones de 1 ml por tubo,
neutralizandose el pH para evitar la desnaturalizacion de la muestra y se
determinaron aquellas con mayor actividad, concentrandose Yy

desalinizandose en sistemas de microultrafiltracién.

6. TECNICAS INMUNOLOGICAS.

6.. 1. PRODUCCION DE SUERO HIPERINMUNE EN
RATONES Y CONEJOS.

6. 1. 1. Obtencion de anticuerpos contra la B-galactosidasa de K.
lactis.
Se obtuvieron anticuerpos tanto en conejo como en ratones. Para la

obtencion de suero  hiperinmune en ratones se inyectaron

intraperitonealmente 50 pg del antigeno, un preparado comercial de [-
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galactosidasa de K. lactis (Maxilact LX-5.000, Gist-Brocades),
emulsionado 1:1 (v/v) con adjuvante completo de Freund (volumen final
0,2 mi). Transcurridos 21 dias se procedid a una reinmunizacion con 50 pg
de antigeno (volumen final 125 pl) por via intravenosa a través del seno
retrobulbar. Al cabo de 2 semanas se procedié al sangrado del animal por
la misma via. El suero recogido siguié el mismo tratamiento que en el caso
del suero de conejo.

La obtencion de anticuerpos en conejo se realizo siguiendo la técnica
de Vaitukaitis (1981). En este caso, se utilizé como antigeno la f-
galactosidasa de K. lactis purificada mediante electroforesis, en un gel de
poliacrilamida al 10% a partir del preparado comercial Maxilact; la banda
correspondiente a la enzima (de un tamafio de 124 kDa) fue cortada,
disgregada mecanicamente y emulsionada 1:1 (v/v) con adyuvante
completo de Freund mediante tratamiento con ultrasonidos. La solucion se
consideré emulsionada cuando al afiadir una gota de la emulsion sobre
agua no se dispersaba.

A un conejo de unos 2-3 kg de la raza California se le rasur6 el dorso
e inyectd intradérmicamente 3-5 ml de la emulsion que contenia 50 pg de
proteina total en unos 30-50 puntos a distancias iguales (dosis de 0,1 ml
aproximadamente). Transcurridos unos 2 meses se procedié a una re-
inmunizacién con 50 pg de la misma banda proteica pero electroeluida del
gel de SDS-PAGE (apartado 3.5.3.2), mediante una inyeccion intravenosa
en la vena marginal de la oreja.

Al cabo de 2 semanas de la reinmunizacion, se sangrd el animal a
través de la vena marginal de la oreja. Se dejo coagular la sangre durante |
hora a temperatura ambiente. Se despegd el coagulo obtenido de la pared

del tubo y se mantuvo a 4°C hasta que se observo la presencia de suero. Se
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recogié el suero con una pipeta y se centrifugd a 5.000 r.p.m. durante 5
minutos para eliminar los eritrocitos. Se recogi¢ el sobrenadante (suero)
que se mezcld con igual volumen de glicerol y se mantuvo congelado a -
20°C. La presencia de inmunoglobulinas se confirmé mediante la técnica

de inmunodifusion simple de Quchterlony en geles de agarosa.

Para evitar reacciones inespecificas, tanto los antisueros de ratén
como los de conejo fueron adsorbidos durante 24 horas a 4°C con un
volumen igual de un extracto proteico de una cepa de K. lactis deficiente
en [-galactosidasa (MW190-9B) obtenido mediante disrupcion con

ultrasonidos (apartado 3.4.2.).

6. 1. 2. Obtencion de anticuerpos contra la B-galactosidasa de
Kluyveromyces fragilis.

La obtencion de suero hiperinmune en ratones y en congjos se
realizé del mismo modo que en el apartado anterior pero utilizando como
antigeno, tanto en la primera inyeccién como en la reinmunizacién, 100 pg
de un preparado comercial de P-galactosidasa purificada de K. fragilis

(Sigma).
6. 2. INMUNODIFUSION DE OUCHTERLONY.

Tanto para comprobar la presencia deé anticuerpos como para
determinar el grado de homologia entre distintos antigenos se llevaron a
cabo inmunodifusiones en geles de agarosa segin la técnica descrita por
Pritchard et al., (1984). Para ello, se prepard una solucion de agarosa al 1%

en tampdn Tris-CIH 0,2 M pH 8,3 conteniendo PEG 6.000 al 3% y azida
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sédica al 0,01%. Se disolvidé la agarosa en un microondas hasta que
comenzo a hervir. Se dejé enfriar hasta aproximadamente 50°C y se vertio
~en un portaobjetos formando una pelicula delgada. Una vez solidificada la
agarosa se formaron pocillos circulares de 0,5 cm de diametro con ayuda
de una pipeta Pasteur, de los cuales uno se dispuso en el centro y los otros
periféricamente a éste, a una distancia de aproximadamente 1 ¢cm, donde se
introdujeron unos 20 pl de las soluciones de los antigenos y los antisueros.
La difusién se dejé transcurrir durante 24-48 horas a 37°C en una camara
humeda consistente en una placa petri cerrada, en cuyo interior se colocd
un papel de filtro humedecido. La reaccion positiva se manifesté mediante
la aparicion de un arco de precipitacion entre los pociilos que contienen los

antigenos y los antisueros.

6. 3. ENZIMOINMUNOENSAYO (ENZYME LINKED
IMMUNOSORBENT ASSAY. ELISA).

Se realiz6 siguiendo la técnica descrita por Iglesias er al., (1993).
Extractos de levadura conteniendo P-galactosidasa preparados mediante
lavados de las células en TBS (Tris 50 mM, NaCl 0,15 M, pH 7,4),
tratamiento con ultrasonidos {60 W en pulsos de 30 segundos) durante 10
minutos en hielo y posterior centrifugacion durante 10 minutos a 10.000
r.p.m., se unieron a placas de microtitulacién de PVC (0,5-2 pg de proteina
por pocillo) en 100 ul/pocillo de tampén carbonato-bicarbonato (Na,CO,
0,015 M, HNaCO, 0,035 M, pH 9,6) durante toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente se lavaron las placas tres veces con TBS y se bloquearon durante
dos horas a 37°C con una solucién de leche descremada en polvo al 5% en

TBS conteniendo Tween 20 al 0,2% (TBS-Tween). Las placas se
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incubaron durante dos horas a 37°C con el antisuero diluido en TBS-
Tween conteniendo leche descremada en polvo al 1%, se lavaron 5 veces
durante 5 minutos con Tween al 0,05% en TBS y se incubaron con el
segundo anticuerpo anti-inmunoglobulina (Ig) de ratén conjugado a
peroxidasa (Dakopatts) diluido en TBS-Tween con PEG 6.000 al 3%. Por
ltimo, se realizaron 5 lavados de cinco minutos con TBS y se incubo con
100 pl de 1,2-benzenodiamina (Sigma) al 0,04% y 0,001% de peréxido de
hidrogeno en tampon fosfato-citrato (pH 5,0). La reaccidn se paré a los 20
minutos tras afiadir 25 pl de acido sulfirico 3N. Se determino la Ayg; en un
lector de placas de microtitulacion (Titertek Muliskan, Labsystems,

Finlandia).
6. 4. INMUNOTRANSFERENCIA (WESTERN-BLOT).

Una vez realizada la electroforesis en SDS-PAGE (apartado 3.5.3.1)
se lavo el gel en agua destilada para eliminar el tampdn de electroforesis.
Posteriormente, se sumergid el gel en tampoén de transferencia (Tris 48
mM, Glicina 39 mM, SDS 0,037%, Metanol 20%) al igual que la
membrana de nitrocelulosa (tamafio de poro 0,2 um). Para la transferencia
se utilizo un aparato Trans-Blot semiseco (BioRad), se colocaron 10 trozos
de papel de filtro previamente embebidos en tampoén de transferencia, a
continuacion se coloco la membrana de nitrocelulosa, sobre ésta el gel de
poliacrilamida y, finalmente, otros 10 trozos de papel de filtro. Se
eliminaron las burbujas mediante una varilla de vidrio. Las proteinas se
electrotransfirieron acoplando el trans-blot a una fuente de alimentacién.
Las condiciones de la transferencia fueron: voltaje constante de 15 V (se

alcanzaron inicialmente amperajes altos -0,9 A- pero aproximadamente a
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los 5-15 minutos, el amperaje comenzé a bajarse, hasta mantenerse
alrededor de 0,3 A). En estas condiciones, el tiempo de transferencia fue de
unos 60 minutos.

Al finalizar la transferencia, se retird la membrana de nitrocelulosa y
se lavo con agua destilada. A continuacién se tifié la membrana durante
unos 10 minutos con Ponceau § al 0,2% y acido tricloroacético al 3% para
verificar la transferencia de las proteinas. Seguidamente, se lavo con agua
destilada hasta que se elimind el fondo rojo y se pudieron observar
perfectarriente las bandas polipeptidicas.

Para evitar las uniones inespecificas de anticuerpos a la membrana a
la que se transfirieron, las proteinas se incubaron durante 2 horas en
tampon TBS (Tris-HCI 0,3% pH 8, NaCl 0,8%, KCI 0,02%) con Tween 20
al 0,2% y 5% de leche descremada. |

Se incubd la membrana con el primer anticuerpo (suero de ratdon o
conejo inmunizado con f-galactosidasa de K. lactis) diluido 1:500 en el
caso del suero de raton y 1:250 en el caso del suero de conejo, durante 90-
120 minutos con agitacion a temperatura ambiente.

Tras la incubacién se lavo 5 veces con TBS Tween 20 0,2%, 5
minutos cada lavado y a continuacién se tratd con el segundo anticuerpo
conjugado con peroxidasa a una dilucion 1:2.000 para el caso del
anticuerpo anti-Ig de conejo (Sigma ImmunoChemicals) o 1/1.600 para el
caso del anti-Ig de raton (Dakopatts), en TBS Tween 20 al 0,2% durante
90 minutos. Se procedio a un nuevo lavado con TBS y se reveld. El color
de la reaccion se desarrollo utilizando, como sustrato de la peroxidasa,
H>0; al 0,03% en presencia de diaminobencidina disuelta en Tris-HC] 50

mM pH 7,6 y cloruro de niquel al 0,03%, durante 2-5 minutos. La reaccidn

107



. Secrecion de la B-galactosidasa de Kluyveromyces lactis

se detuvo introduciendo la membrana en tampén TBS o afiadiendo

abundante agua destilada.
7. MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Se realizé siguiendo la técnica descrita por Leiro et al., (1996). Las
levaduras en fase exponencial de crecimiento en medio YPL fueron
recogidas mediante centrifugacion (5 minutos a 5.000 r.p.m.), lavadas dos
veces coﬁ tampon PBS (NaCl 137 mM, KCI 3 mM, Na,HPO, 10 mM,
KH,PO, 2 mM, pH 7,4) y fijadas durante 60 minutos en tampon fosfato 0,1
M, pH 7,2, conteniendo glutaraldehido al 0,1%, formaldehido al 4% y
acido picrico al 0,02%. Tras la fijacion, las levaduras se lavaron dos veces
en PBS, se deshidrataron en etanol y se embebieron en la resina LR White
(London Resin Company Limited) a 50°C. Cortes finos de la inclusion se
recogieron sobre una rejilla de niquel de malla 200 y se incubaron
posteriormente a temperatura ambiente durante 90 minutos en TBS
conteniendo 5% de leche descremada y Tween 20 al 0,2% y durante 120
minutos en suero de ratdn inmunizado con la (-galactosidasa de K. lactis
diluido 1:10 en TBS con 1% de leche descremada y 0,2% de Tween 20. Se
realizaron controles reemplazando el suero inmunizado por suero de ratén
sin inmunizar. Después de la incubacién, las rejillas fueron lavadas tres
veces con TBS con Tween 20 al 0,05% vy tres veces con TBS. Tras los
lavados, se incubaron 60 minutos con el segundo anticuerpo, suero de
conejo inmunizado con IgG de ratdon conjugado con oro (diametro de la
particula de oro de 10 nm; Sigma Chemical, St Louis, USA) diluido 1/25.

Posteriormente, las rejillas se lavaron con TBS y agua destilada, se tifieron
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con acetato de uranilo y citrato de plomo, y se observaron en un

microscopio electronico de transmision Philips CM 12 a 80 kV.

8. METODOS ESTADISTICOS.

Se disefid un plan factorial completo para estudiar la influencia
combinada de tres variables en la produccion de P-galactosidasa de K
lactis en cultivos en estado sélido. Se determind el punto oOptimo de

acuerdo con el método de la maxima pendiente (Box et al., 1989).
9. PROGRAMAS INFORMATICOS.

Analisis de la secuencia.

El alineamiento multiple de la B-galactosidasa de K. lactis, E. coli y
Aspergillus niger se realizé mediante el programa CLUSTAL V (Higgins er
al., 1992).

Para el analisis de los aminoacidos acidos y basicos de las B-
galactosidasas de K. Jactis y de la A. niger se utilizé el programa DNA™
Strider 1.2 (Christian Marck. Service de Biochimie et de Génétique
Moléculaire. Bat. 142. Centre d’Etudes de Saclay. 91191 Gif-sur-Yvette.

France).

Analisis estadistico.
Los calculos estadisticos se realizaron con la ayuda del programa
informético StatGraphics Plus para Windows (Manugistics Inc. and

Statistical Graphics Corporation) version 2.1,
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Resultados y Discusion

1. PURIFICACION DE LA B-GALACTOSIDASA DE

Kiuyveromyces lactis.

Dados los objetivos planteados en la presente Tesis, se hizo necesaria
la puesta a punto de un método eficaz, rapido y reproducible de
purificacion de la P-galactosidasa de K /actis, que nos permitiese, por
ejemplo, usar la proteina purificada como antigeno paré inducir anticuerpos
especificos, con los cuales, posteriormente, poder detectar la enzima
secretada. Se ensayaron varios procedimientos de purificacion buscando un
método sencillo de obtencién de la enzima purificada en un tnico paso y

minimizando al maximo posible la cantidad de extracto crudo necesario.

1. 1. PREPARACION DEL EXTRACTO CRUDO.

La ruptura celular constituye el primer paso en el aislamiento de
materiales intracelulares. Presenta una influencia considerable no sélo
sobre la cantidad total de proteina recuperada, sino también sobre su
actividad biologica, su asociacién con otros componentes celulares y la
posible presencia de degradacion proteolitica y contaminantes que pueden
influir en los siguientes pasos de purificacion (Millard y Charles, 1990).

Existen varios métodos que se pueden utilizar para la ruptura celular
y liberacion de componentes intracelulares de levaduras, presentando cada
uno de ellos diferentes ventajas e inconvenientes, como la homogenizacion
(Dickson et al., 1979; Kengen ez al., 1993; Brady et al., 1995; Ismalil et al.,
1997), la sonicacién (Itoh et al., 1982; Nader de Macias et al., 1983; Lind
et al., 1989; Fujimoto et al., 1998) o la extraccién quimica (Fenton, 1982;

Stred’ansky et al., 1993; Domingues et al., 1997; Somkuti y Holsinger,
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1997). Estos procedimientos ejerceri un efecto importante sobre el
rendimiento y la calidad del extracto proteico obtenido.

Con el objetivo de obtener una recuperacién buena de proteinas
intracelulares y una calidad de la muestra adecuada para posteriores pasos
de purificacion, se ha comparado la eficiencia de distintos métodos para la

preparacion de extractos crudos de proteinas de la levadura K. lactis.

1. 1. 1. Extraccion con solventes.

Se estudio el efecto de la liberacidn a diferentes intervalos de tiempo
de la B-galactosidasa de las células mediante extraccion con cloroformo al
1%. La actividad medida extracelularmente fue maxima a los 60 minutos,
comenzando a decaer bruscamente poco después (Figura 1.1). En este
punto, €l porcentaje de actividad liberada en el tampoén con respecto a la
actividad intracelular fue aproximadamente del 1%. Como este porcentaje
fue muy bajo y existian datos en la bibliografia acerca de la liberacién de [3-
galactosidasa de otras levaduras mediante la utilizacion de otros solventes
(Fenton, 1982), se decidié emplear otros compuestos (metanol, etanol,

isopropanol y t-butanol) para mejorar la extraccion.
Los mejores resultados se obtuvieron con metanol después de 21

horas y con etanol y t-butanol después de 5 horas (Tabla 1.1).

Tabla 1. 1. Efecto de diferentes solventes sobre la liberacion de la B-galactosidasa.

e

e Solvente 5 Horas
i t-Butanol 9,44
Etauol 9,30
;Meta 1,74
Isoprop no 0,70

Los resultados se expresan como porcentajes de la actividad liberada con respecto
a la actividad intracelular.
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Figura 1, 1: Efecto del tiempo de incubacién con cloroformo al 1% sobre la extraccion
de la B-galactosidasa. Se dan los valores absolutos de B-galactosidasa en el medio.

1. 1. 2. Extraccion por procedimientos mecanicos.

Se ensayaron diferentes métodos de ruptura celular mecanica. La
extraccién mediante agitacion vigorosa {(vortex) dio como resultado una
liberacion proteica de 0,12 mg/ml presentando una actividad [-
galactosidasa de 0,61 U.E. El porcentaje de actividad liberada con respecto
a la intracelular fue del orden del 1%. Se obtuvo un resultado similar
cuando las células fueron tratadas de una manera idéntica, pero con 0,2 g
de perlas de vidrio. Los mejores resultados se alcanzaron mediante
sonicacidn, obteniendo de 20 a 110 veces més proteina y de 400 a 25.000
veces mas actividad que en los otros dos procedimientos mecanicos (Tabla
1.2). En este caso el porcentaje de actividad liberada llegé hasta el 64%.

Como las bacterias son mas sensibles al tratamiento con ultrasonidos
que las levaduras, se estudié la posibilidad de obtener la B-galactosidasa de

K. lactis mediante la sonicacién de transformantes bacterianos, lo que
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podria facilitar la recuperacion de la proteina y su posterior purificacion.
Para ello, se transformd una cepa de Escherichia coli deficiente en J-
galactosidasa con el plasmido pLX8 (Figura 3.2), que contiene el gen LACY
(que codifica la B-galactosidasa de K. lactis) con su region promotora. La
cantidad de proteina obtenida mediante sonicacién de estos transformantes
bacterianos fue de 4 a 25 veces mayor que la conseguida en el caso de las
levaduras; sin embargo, la actividad [B-galactosidasa fue de 50 a 242 veces
inferior (Tabla 1.2). Este hecho es atribuible a que la produccidn heteréloga
de P-galactosidasa en bacterias no es tan efectiva como la produccion

natural en la levadura K. lactis.

Tabla 1. 2: Efecto comparativo de la extraccion proteica obtenida mediante las
dlferentes técnicas de extraccion mecanica ensayadas

Proteina (mg/ml)
0,12
0,10
| Somcac:én 12
[Sonlcaclén 1:5{ 50

Se indican los mejores resultados obtenidos en cada tratamiento. *Resultados
de la extraccion mediante sonicacién de células de E. coli transformadas con el
plasmido pLX8.

Con el objetivo de mejorar los resultados obtenidos mediante
sonicacion, se prepararon extractos de K /actis en diferentes condiciones.
Se trataron con ultrasonidos c€lulas procedentes de cultivos con diferentes
valores de absorbancia a 600 nm, midiendo la cantidad de proteina y de
actividad p-galactosidasa obtenida. Ambos pardmetros parecen ser
aproximadamente proporcionales a la absorbancia inicial, alcanzando un
maximo de proteina y de actividad enzimatica cuando las células estan
proximas a una absorbancia de 2, decreciendo posteriormente (Figura 1.2).

Cuando se usaron células provenientes de diferentes volimenes de

cultivo (de 0,5 a I litro) pero con la misma absorbancia se obtuvieron
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resultados similares en todos los casos, siendo las diferencias menores del
4,5%. Aparentemente la eficiencia de la sonicacién no viene influenciada
por la densidad celular en este rango. El estado fisiologico de las células en
el momento del tratamiento con ultrasonidos parece ser un factor

determinante.
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Figura 1. 2: Efecto de la fase de crecimiento sobre la liberacion de
proteinas y recuperacion de [-galactosidasa por el procedimiento de

sonicacion. Las céluias se recogieron a diferentes Agpp v se lisaron
mediante ultrasonidos.

1. 1. 3. Extraccion con enzimas,

Con la intencién de estudiar el procedimiento de extraccién con
liticasa se usaron células creciendo en dos medios diferentes. El porcentaje
de actividad liberada comparado con la actividad intracelular alcanzé un
24% para células creciendo en un medio con glucosa (YPD) (Figura 1.3 A),
mientras que para las células creciendo en un medio con un inductor de la

B-galactosidasa, la lactosa (YPL), el porcentaje fue superior, cerca del 61%
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en el punto de maxima recuperacion (Figura 1.3 B). En ambos casos, se
tomaron muestras por triplicado en el punto de maxima recuperacion,
obteniendo un porcentaje medio de 23,54 y 61,4431, respectivamente.
Como en la extraccién mediante sonicacidn, las células recogidas durante
la fase de crecimiento exponencial fueron mds sensibles al tratamiento con

liticasa.
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Figura 1. 3: Porcentaje de B-galactosidasa liberada después del tratamiento enzimdtico.
Las células creciendo en YPD (A) y en YPL (B) fueron tratadas con liticasa. Se dan los
datos del porcentaje de actividad liberada en el medio con respecto a la actividad
intracelular.
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Un importante inconveniente de la extraccion enzimatica, ademas del
alto costo del tratamiento enzimatico y de la introduccidn de proteinas que
pueden producir un problema en los siguientes pasos de purificacion, fue
que durante la incubacién con liticasa se produjo una pérdida de

aproximadamente_un 36% de la actividad B-galactosidasa total.

El estado fisiolégico de las células y las condiciones de crecimiento
en el momento de la extraccion ejercen un importante efecto sobre la
cinética de ruptura celular. Los mejores porcentajes de actividad
extracelular obtenidos, tanto por sonicacidn como por extraccion
enzimadtica, se consiguieron en la fase de crecimiento exponencial. Las
células creciendo mas rdpido son mas faciles de romper que las que crecen
mas lentamente, ya que dirigen la energia disponible hacia la divisién mas
que hacia la sintesis o fortalecimiento de la pared celular (Keshavarz et al.,
1987). Esto explicaria porqué las células de K. lactis creciendo de una
manera rapida con lactosa en el medio dan un porcentaje mayor de
actividad enzimatica liberada después del proceso de extraccién con
enzimas que las células creciendo de una manera mas lenta en un medio

con glucosa.

La extraccion mediante ultrasonidos resultd la técnica mas efectiva
para la recuperacion de la B-galactosidasa de K. /actis. Por tanto, con los
extractos obtenidos mediante tratamiento con ultrasonidos se realizé el

proceso de purificacion.
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1. 2. PURIFICACION DE LA B-GALACTOSIDASA DE K.

lactis.
La B-galactosidasa de K. lactis es una enzima con un interés notable
en biotecnologia, como se ha comentado en la introduccién, sin embargo,
- existen algunas caracteristicas bioquimicas que todavia no han sido bien
establecidas: El primer intento de purificacion de la -galactosidasa de K.
lactis data del afio 1968 por Biermann y Glantz. Desde entonces, se han
publicédo varios articulos en relacién con la purificacién de esta enzima de
K. lactis, a partir tanto de extractos de proteina crudos como de diferentes
preparaciones comerciales (Dickson et af., 1979; Mbuyi-Kalala et al.,
1988; Cavaille y Combes, 1995; Becerra et al., 1998 ay b).

No solo se ha intentado la purificacion de la B-galactosidasa de K.
lactis sino que se han hecho notables esfuerzos en la puriﬁcacién‘ de esta
enzima en diferentes microorganismos: Beauveria bassiana (MacPherson y
Khachatourians, 1991), Aspergillus fonsecaeus (Gonzalez y Monsan,
1991), Aspergillus nidulans (Rios et al., 1993), Pyrococcus furiosus
(Kengen et al., 1993), Kluyveromyces marxianus (Brady et al., 1995),
Mucor pusillus (Ismail et al., 1997), Tritrichomonas foetus (Vella y
Greenwell, 1997), Achatina achatina (Leparoux et al., 1997), Bacillus
circulans (Fujimoto et al., 1998).

En nuestro caso la purificacion de la B-galactosidasa se realizo
empleando tanto un extracto crudo de proteina de levadura como una
preparacidn comercial de -galactosidasa de K /actis (Maxilact LX-5.000,
Gist-Brocades) mediante dos procedimientos diferentes: cromatografia
liquida de rapida resolucion (FPL.C), usando columnas de exclusion en gel
y de intercambio anionico, por separado y conjuntamente, y cromatografia

de afinidad.
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1. 2. 1. Cromatografia liquida de l;épida resolucion.

La purificacion de la [-galactosidasa, de un extracto proteico crudo
de K. lactis obtenido mediante sonicacion, por cromatografia de exclusion
en gel, dio como resultado un factor de purificacion de 1,8 veces con un
rendimiento, en funcién de las unidades enzimaticas totales, del 50%.
Cuando esta técnica se aplicd a extractos proteicos parcialmente
purificados, se alcanzo un factor de purificacién de 2,3 veces. En la figura

1.4 se muestran cromatogramas representativos realizados con esta técnica.

La cromatografia de intercambio anidnico fue menos efectiva que la
de exclusion en gel. Cuando se utilizdé tanto con fracciones activasg
provenientes de una cromatografia de exclusion de un extracto proteico
crudo, como directamente de una preparacion comercial Maxilact LX-
5.000 se obtuvo un factor de purificaciéon de 1,6. El rendimiento, en
funcidén de las unidades enziméticas recuperadas, alcanzd un 8% en el
primer caso y un 33% en el segundo. En algunos experimentos se observd
una ligera reduccion en la actividad especifica, debido probablemente a una
desnaturalizacién de la enzima producida durante el proceso
cromatografico. Ademas, cuando esta técnica se empleé tanto partiendo
directamente de un extracto proteico crudo como de las fracciones que
mostraban actividad después de una cromatografia de exclusién en gel, el
perfil de la actividad enzimatica mostrd repetidamente dos picos, mientras
que cuando se partid de Maxilact LX-5.000 s6lamente se observé un tinico

pico de actividad (Figura 1.5).
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Figura 1. 5: Perfiles de proteina y de actividad B-galactosidasa obtenidos tras la
cromatografia de intercambio anionico de: (A) 2,4 mg de proteina de un extracto crudo de
K. lactis. (B) 0,6 mg de proteina de fracciones con actividad recogidas después de una
cromatografia de exclusién en gel de un extracto crudo de levadura. (C) 2,4 mg de proteina
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La cromatografia liquida de rdpida resolucién presenta la ventaja de
que las proteinas pueden ser purificadas a partir de cantidades pequefias de
extracto crudo si se compara con los sistemas cromatograficos
tradicionales, ademas de ser un método altamente preciso, reproducible y
rapido. Asi, en este estudio, 7 mg de proteina total de un extracto crudo
fueron suficientes para aplicar un procedimiento de purificacion que
incluyd dos etapas de cromatografia de exclusion en gel, una de
cromatografia de intercambio aniénico y una de ultrafiltracion. Al finalizar
el procedimiento se alcanzé un factor de purificaciéon de 11, con un
rendimiento en funcidn de las unidades enzimaticas totales del 0,3% (Tabla
1.3 A). La purificacion de la [-galactosidasa de K. lactis a partir del
preparado comercial Maxilact LX-5.000, mediante un procedimiento
similar al anterior, pero obviando el primer paso de cromatografia de
exclusién en gel, incrementé la actividad especifica 1,7 veces (Tabla 1.3
B), resultado esperado ya que el Maxilact LX-5.000 es una preparacion de

B-galactosidasa purificada.

Aunque los factores de purificacion alcanzados parecen bajos, estan
en consonancia con los valores relativos de reactividad con anticuerpos
mostrados por un extracto proteico crudo de levadura frente a la enzima
purificada como se comentard mas adelante, y ademdas la actividad
especifica alcanzada es la mas alta de las encontradas en la bibliografia
para la purificacion de la B-galactosidasa de K. lactis (Surve y Mahoney,

1994).
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Tabla 1. 3: Resumen de la purificacién de la (-galactosidasa de K. lactis. A: Partiendo de un
extracto crudo de levadura. B: Partiendo de la preparacién comercial Maxilact LX-5.000 (Gist-
Brocades).

A . .
Et . Proteina kKU.E. " Rendimiento ;c::;fdli: " Factor de
apa . total (mg) f?—tzilfs i (%) ‘ (k[[;-E;[El_g) purificacion
Extractocrudo | 720 1524 100 212 1
Exclusién en gel 2,40 743 49 387 1,8
Intercambio l 00 - 061 4 605 29
anifnico | .
Ultrafiltracién . 006 0,09 0,6 10,09 4,8
Exclusionengel | 001 005 ; 03 2322 =
B - i
: Etapa | Proteina KU.E. Rendimiento ;3222?122 - Factor de
o oy
| total (mg) totaitf (%) (kU.E./mg) . purificacién
‘Maxilact | 14,40 541,12 100 ...3758 1
‘Intercambio 3 179200 33,1 . 5973 1,6
“anidnico : ‘ ‘ :
Ultrafiltracién P30 17997 333 5999 16
Exclusibnengel = 044 2810 , 52 . 6387 1,7

1. 2. 2. Cromatografia de afinidad.

Se utilizé una columna de agarosa sustituida con p-aminofenil-1-
thio-B-D-galactopiranésido para la purificacién en un \inico paso de la B-
galactosidasa tanto a partir de un extracto proteico crudo de K. lactis
(Figura 1.6) como del Maxilact LX-5.000. En el primer caso (Tabla 1.4 A),
se emplearon 12 mg de proteina total, recogiéndose la actividad B-
galactosidasa en una fracciéon de 1 ml. Se obtuvo una recuperacién de
proteina de 2,2% con un rendimiento de! 5,3% y un incremento en la
actividad especifica de 2,5 veces. En el segundo caso (Tabla 1.4 B), se
partié de 40 mg de proteina total, obteniendo una recuperacion de proteina

de 2,5%, un rendimiento del 53% y un incremento en la actividad
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especifica de 2,1 veces. Por tanto, esta técnica resultdo mas efectiva que la
cromatografia de exclusion en gel y de intercambio ionico si se analizan
individualmente, e incluso mejor, para el caso del Maxilact LX-5.000, si se
comparan juntas. Sin embargo, requiere una cantidad inicial de muestra

mayor y mas tiempo que las otras dos técnicas comparadas (Tabla 1.5).
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Figura 1. 6: Perfil cromatografico y de actividad PB-galatosidasa obtenido por
cromatografia de afinidad de 12 mg de un extracto crudo de K. lactis. El asterisco
indica el cambio del tampén de equilibrado (tampén fosfato pH 7) a tampén de
elucion (tampdn borato pH 10).

Tabla 1. 4: Resumen de la purificacion de la B-galactosidasa de K. lactis por cromatografia de
afinidad. A: Extracto crudo. B: Maxilact LX-5.000.
A

Rendimiento Factor de
(%) pnriﬁca_cién
100 1
53 2,5
Rendimiento ~ Factor de
(%) purificacién
100 1
o 2.1
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Tabla 1. 5: Tabla comparativa de las diferentes técnicas cromatograficas empleadas a partir de
un extracto crudo de K. factis.

Exclusién en gel . Intercambio -, Afinidad

: : . anidnico !
Factor de purificacién | 1,8 ’ 16 1 25
“Rendimiento (%) o 50 ; 33 P53
.Cantidad inicial de muestra (mg) | 24 P o4 _; 12
Factor de ditucién o 1,5 : 1,50 ; 1
Duracién del proceso (horas) | 1 05 8
Reproductibilidad ++ SO . A B o

1. 2. 3. Comprobacién del grado de pureza.

La actividad especifica de la enzima proveniente tanto de extractos
crudos como del Maxilact LX-5.000 no se pudo incrementar de una manera
significativa con posteriores purificaciones sin una gran pérdida de
proteina, sugiriendo que estos preparados purificados eran homogéneos. El
grado de pureza de la B-galactosidasa aislada se comprobd mediante geles
de SDS-PAGE y analisis de western-blot de la enzima purificada, tanto
para el extracto crudo como para el Maxilact LX-5.000 (Figura 1.7), dando
como resultado una banda mayoritaria de peso molecular alrededor de 124
kDa, tamafio que coincide con el estimado a partir del tnico gen clonado
para esta enzima en K. lactis (Poch et al., 1992). En aigunas ocasiones, se
observaron otras bandas de menor peso molecular, principalmente en el
caso del Maxilact LX-5.000, que son atribuibles probablemente a productos
de degradacion de la B-galactosidasa ya que su intensidad aumenta cuando
disminuye la banda de 124 kDa. Estas bandas se detectaron también en el
western-blot con anticuerpos contra la B-galactosidasa de K. lactis (tanto
con antisueros de conejo como de ratdén). Esto ocurri6 para las tres técnicas
de purificacion empleadas en este trabajo. De hecho, una de las dificultades

principales encontradas en la purificacién fue el aumento de la
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inestabilidad de la enzima durante los diferentes pasos de purificacion y
también de la enzima purificada incluso si se almacenaba en un tampén

conteniendo glicerol.

Figura 1. 7: Electroforesis en gel SDS-PAGE (izquierda) y
western-blot (derecha) de la B-galactosidasa purificada de K
lactis. Se indica con una flecha la banda correspondiente a la
-galactosidasa. El western-blot se realizé empleando un suero
de ratén inmunizado contra la B-galactosidasa de K. lactis.
Calle 1: 75 pg de un extracto crudo de K. lactis; calle 2:
marcador de peso molecular; calle 3: 5 pug de B-galactosidasa
de K. lactis purificada por cromatografia de afinidad.

1. 2. 4. Determinacion del peso molecular.

Aunque se han realizado muchas investigaciones sobre la produccién
(Siso, 1994; Becerra y Siso, 1996), el uso (Siso et al., 1992; Siso y Doval,
1994) y ciertas caracteristicas bioquimicas (Kim et al., 1997; Cavaille y
Combes, 1998; Athés y Combes, 1998; Athes et al., 1998) de la B-
galactosidasa de K. lactis, otras caracteristicas como su estructura y el
nimero de subunidades no se han descrito con precision. Asi, mientras
Dickson et al. (1979) purificaron esta enzima de extractos de levadura

cultivada en un medio con lactosa y determinaron, a partir del coeficiente
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de sedimentacion, que estaba compuesta por dos subunidades idénticas de
135 kDa, Mbuyi-Kalala et al. (1988) describieron la existencia de cuatro
isoenzimas con unos pesos moleculares aparentes de 630, 550, 41 y 19 kDa
en una preparacion comercial de [(-galactosidasa de K. Jactis (Maxilact
40.000). La clonacion del inico gen que codifica para la B-galactosidasa de
K. lactis, LAC4, (Poch et al.,, 1992) confirmé que esta enzima estaba
compuesta de un anico tipo de subunidad o que si se producian las
modificaciones en el tamafio de la proteina, eran post-traduccionales. Mas
recientemente, Cavaille y Combes (1995) purificaron la B-galactosidasa de
K. lactis de una preparacion comercial y confirmaron los resultados de
Dickson et al. (1979), ya que ellos también encontraron, en funcién de los
datos obtenidos por cromatografia de exclusion en gel, que la principal
forma de la enzima era dimérica pero con un peso molecular, estimado a
partir de geles de SDS-PAGE, ligeramente mas pequefio, de unos 114 kDa.
Como se ha comentado anteriormente, nuestros datos sugieren un peso
molecular alrededor de 124 kDa.

A pesar de estos esfuerzos, ain se pueden encontrar varias
discrepancias aparentes en la bibliografia en relacién con la forma nativa de
la proteina. Asi, Dickson er al. (1979), observaron dos bandas activas en
sus electroforesis en condiciones nativas cuando utilizaron el sustrato
ONPG (b-nitrofenil-B-D-galactopiranésido) y una tercera banda activa de
mayor peso molecular que solo aparecié cuando las muestras eran
incubadas con glicerol (no se determiné el peso molecular de estas bandas).
Esta observacion fue apoyada mas tarde por Surve y Mahoney (1994),
quienes también describieron la existencia de dos bandas activas, en geles
en condiciones nativas, de la B-galactosidasa de K. lactis purificada a partir

de una preparacion comercial. En aquella ocasién los geles fueron
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incubados con BNG (6-bromo-2-naftil-B-D-galactopiranésido) pero
tampoco se determind el peso molecular de las bandas que mostraron
actividad. Por otra parte, aunque Cavaille y Combes (1995) apoyaron la
idea de que la proteina era dimérica, describieron la existencia de una
banda de unos 400 kDa en geles en condiciones nativas, pero no

identificaron qué bandas eran activas en estas electroforesis.

Intentando clarificar esta situacion, se realizaron estimaciones del
peso molecular en condiciones nativas de la -galactosidasa de K. lactis
mediante cromatografia de exclusion en gel y electroforesis en geles no
desnaturalizantes. La determinacién del peso molecular a partir de un
extracto crudo por cromatografia de exclusion en gel dio como resultado
que la actividad (-galactosidasa estaba confinada en un rango de 140-440
kDa (mostrando un maximo de actividad en los 250 kDa), mientras que
para la preparacién comercial Maxilact LX-5.000 estaba en un pico entre
130 y 440 kDa (méaximo de actividad a los 260 kDa) (Figura 1.4). Cavaille
y Combes (1995) describieron para el Maxilact LX-5.000 un perfil proteico
similar pero con un rango de peso molecular mas estrecho (200-400 kDa).
Estos resultados sugieren que la forma activa principal de la enzima es
dimérica.

Cuando la B-galactosidasa purificada del Maxilact LX-5.000 se
sometio a una electroforesis en condiciones nativas en un gel en gradiente
de acrilamida (5-15%) se observaron varias bandas tefiidas con azul de
Coomassie (Figura 1.8). La concentracion relativa de estas bandas fue
variable. La banda superior presentd un peso molecular en torno a 483 kDa
y las otras de aproximadamente 385, 239 y 146 kDa. Por tanto, estas cuatro

bandas parecen corresponderse a diferentes formas de agregacion de la B-
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galactosidasa desde el tetramero al mondémero. En algunos geles se
observaron otras bandas de menor peso molecular que se corresponderian a
productos de degradacion de la enzima.

La actividad B-galactosidasa en un gel no desnaturalizante en las
mismas condiciones que el mencionado anteriormente pero sin tefir se
localizé incubando el gel con los sustratos cromogénicos ONPG, BNG o
MUG (metilumbeliferil-B-D-galactésido). Se necesitaron de 40 a 80 pg de
la B-galactosidasa purificada del Maxilact LX-5.000 para detectar la banda
activa después de la electroforesis. Unicamente la banda correspondiente a
la forma tetramérica mostré siempre actividad con los dos primeros
sustratos (ONPG y BNG) (Figura 1.8). La banda amarilla obtenida con el
sustrato ONPG parecia indicar que la forma trimérica también podria ser
enzimaticamente activa, pero esto no se pudo determinar con precision
debido a su proximidad a la forma tetramérica. Aunque Surve y Mahoney
(1994), como se comentd antes, detectaron dos bandas activas al incubar
con el BNG, en nuestro caso la incubacidén con BNG sélo mostré una
banda activa (Figura 1.8). Las bandas tefiidas con ONPG dieron una
coloracién mas intensa, pero también fueron menos estables después de
almacenar los geles, que las que se obtuvieron con el sustrato BNG. La
técnica incubando con MUG fue menos sensible que las otras y no permitid

detectar ninguna banda activa.
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Figura 1. 8: Electroforesis del Maxilact LX-5.000 en un gel en gradiente (5-15%) en
condiciones nativas tefiido con ONPG y posteriormente con Azul de Coomassie
G250 (izquierda) y con BNG (derecha). Se muestran con flechas grandes las bandas
que presentaron actividad PB-galactosidasa y con flechas pequefias las diferentes
formas de agregacion de la B-galactosidasa. Se cargaron diferentes concentraciones
del Maxilact LX-5.000, calle 1: 20 pg; calle 2: 40 pg; calle 3: 80 pg.

Basandonos en estos resultados y en los de los autores previamente
citados, podemos concluir que la enzima puede ser activa tanto en forma de
dimero como de tetramero, sin excluir la posibilidad de que otras formas de
agregacion puedan ser también activas, y que la preponderancia de una de
ellas depende de las condiciones de ensayo. La agregacion de la proteina se
puede ver favorecida por el gel de poliacrilamida y por la presencia de
glicerol en la muestra como sugirié Dickson et al. (1979), esto explicaria el
hecho de que la actividad se encontr6 en formas de peso molecular
mayores en la electroforesis que en la cromatografia, y en formas de peso
molecular ligeramente superiores en el Maxilact LX-5.000 que en extractos
crudos. De hecho, el contenido en glicerol del Maxilact LX-5.000 es de 565
g/l (Cavaille y Combes, 1995). De esta manera, se podrian explicar las

aparentes discrepancias encontradas en la bibliografia.
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1. 2. 5. Caracterizacion inmuno.légica de la B-galactosidasa.

Existen una gran cantidad de estudios sobre la [B-galactosidasa de
diferentes microorganismos con respecto a su estructura y caracteristicas
bioquimicas (peso molecular, asociacién de subunidades, dptimos de pH,
estabilidad térmica, etc.), asi como también al mecanismo de induccién de
esta enzima. Sin embargo, se tienen pocos datos sobre las relaciones
inmunolégicas de distintas P-galactosidasas. Dickson et al. (1979)
demostraron la inexistencia de reactividad cruzada de la p-galactosidasa de
Escherichia coli con anticuerpos contra la B-galactosidasa de K. /lactis y
viceversa. Con el objetivo de caracterizar inmunoldgicamente la [-
galactosidasa de K. lactis, se realizo un ensayo ELISA frente a varias p-
galactosidasas de distinto origen.

Las [-galactosidasas comerciales (Sigma) de Escherichia coli,
Aspergillus niger y de higado bovino no mostraron reactividad cruzada con
los anticuerpos contra la B-galactosidasa de K. /actis, mientras que la B-
galactosidasa de Kluyveromyces fragilis si presenté reactividad cruzada,
como puede verse en la figura 1.9,

Se confirmé la especificidad del anticuerpo contra la B-galactosidasa
de K. lactis ya que el extracto proteico de una cepa de K. lactis deficiente
en [(-galactosidasa (MW190-9B) no mostré reactividad cruzada en la
técnica de ELISA frente a anticuerpos contra la PB-galactosidasa de X
lactis. Un extracto proteico crudo de K. lactis mostré solo un 10% de
reactividad de la proteina purificada frente a anticuerpos contra la -
galactosidasa de K. lactis, lo que sugiere que la B-galactosidasa no es la
principal proteina del extracto. Este resultado esta en consonancia con el

factor de 11 alcanzado en la purificacién.
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Figura 1. 9: Resultados de reactividad cruzada obtenidos mediante ELISA con anticuerpos
especificos contra la B-galactosidasa de K. lactis (barras negras) frente a (1) un extracto crudo
de proteinas de una cepa de K. lactis deficiente en B-galactosidasa (MW 190-9B), (2) un extracto
crudo de una cepa silvestre de K. lactis (NRRL-Y1140), (3) B-galactosidasa purificada a partir
del Maxilact LX-5.000, (4) [B-galactosidasa parcialmente purificada de K. fragilis, (5) B-
galactosidasa de Aspergillus niger, (6) B-galactosidasa de higado bovino, (7) B-galactosidasa de
Escherichia coli. Las barras blancas son controles de ausencia de reactividad cuando se usa el
suero de un raton sin inmunizar en vez de los anticuerpos contra la 3-galactosidasa de K. lactis.
Las barras grises son controles de la ausencia de reactividad cuando no se aiiaden los
mencionados anticuerpos primarios.

El preparado comercial de P-galactosidasa parcialmente purificada
de K. fragilis alcanzdé un 60% de reactividad cruzada frente a los
anticuerpos contra la P-galactosidasa de K. lactis. Y viceversa, la [B-
galactosidasa de K. /lactis presentd reactividad cruzada frente a los
anticuerpos contra la B-galactosidasa de K. fragilis, como se demostrd por
el método de inmunodifusion (Figura 1.10). En este caso la presencia de un
espolon en la banda de precipitacion que mira hacia el pocillo que contiene
el extracto crudo de K. /actis, nos indica la existencia de epitopos comunes
entre ambos antigenos (Ouchterlony y Nilsson, 1986), existiendo en la -
galactosidasa de K. fragilis otros determinantes antigénicos unicos que son

detectados por el anticuerpo.

134



Resultados y Discusicn

Por tanto, las P-galactosidasas de origen animal, bacteriano o de
hongos parecen estar poco relacionadas desde el punto de vista antigénico

con las de levaduras.

Figura 1. 10: Inmunodifusién en geles de agarosa. Pocillo central, suero de ratén
inmunizado contra la B-galactosidasa de K. fragilis. (A) B-galactosidasa de K
fragilis, (B) y (C) extracto proteico de K. lactis, (D) control negativo, extracto
proteico de una cepa de Escherichia coli deficiente en B-galactosidasa (JM109).
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2. PRODUCCION DE B8-GALACTOSIDASA EN CULTIVOS
EN ESTADO SOLIDO.

Las fermentaciones en estado sélido han generado un c;‘eciente
interés en afios recientes debido a que ofrecen varias ventajas practicas y
econdmicas con relacion a los cultivos liquidos, como se ha comentado en
la introduccién (la recuperacion del producto es mas fécil y se obtiene més
concentrado, los equipos de cultivo son sencillos, se reduce el volumen de
efluentes, se requiere una menor inversién de capital). Sin embargo, a
pesar de estas ventajas, hasta ahora la produccion de B-galactosidasa se ha
realizado mayoritariamente en cultivos en estado liquido. Con ¢l objetivo
de conseguir un abaratamiento de los costos de produccién de esta enzima
hemos realizado cultivos en estado sélido sobre dos tipos de soporte
diferentes: carozo de maiz y salvado de trigo (Becerra y Siso,‘ 1996).

Por otra parte, se estudié la posible secrecién de la B-galactosidasa
por Kluyveromyces lactis en cultivos en estado solido, ya que se ha
descrito la secrecion de enzimas, que son intracelulares en cultivos
liquidos, cuando los microorganismos crecen en estado sélido

(Shankaranand et al., 1992).

2. 1. Evaluacion de la capacidad nutritiva de los soportes.

Para evaluar la capacidad del carozo de maiz y el salvado de trigo de
servir, sin suplemento, como fuente de nutrientes y/o sustratos que
promuevan la sintesis de B-galactosidasa por K. lactis, se realizaron varios
cultivos afiadiendo 3 ml de agua destilada (cantidad estimada en
experimentos previos que el soporte puede absorber sin dejar agua libre) y

1 mi de indculo proveniente de un cultivo creciendo en suero de leche
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desproteinizado a 1 gramo de soporte (carozo de maiz o salvado de trigo).
En estas condiciones, los azlcares disponibles fueron escasos y no se
observé en el periodo ensayado de tiempo (hasta 96 horas) ni crecimiento

de 1a levadura ni produccion de B-galactosidasa (datos no mostrados).
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Figura 2. 1: Cultivo en estado sélido de K. lactis sobre carozo de maiz humedecido con suero
de leche concentrado: 150 mg de lactosa por gramo de soporte (grafica superior) y 350 mg de
lactosa por gramo de soporte (grafica inferior). Los resultados representan la media de tres
(grafica superior) y cuatro (grafica inferior) cultivos diferentes, Las barras verticales indican el
error estandar.,
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2. 2. Cultivos en estado sdlido.

Tras comprobar que sobre el carozo de maiz y el salvado, sin
suplementos, no se producia crecimiento, se realizaron cultivos afiadiendo,
a 1 g de soporte, suero de leche desproteinizado (concentrado mediante
liofilizacion hasta obtener aproximadamente niveles de 150 y 350 mg de
lactosa en 3 ml de fase liquida) y 1 ml de indculo. En este caso, cuando el
suero de leche desproteinizado se usé como sustrato para tos cultivos en
estado solido sobre el carozo de maiz y el salvado de trigo, se obtuvieron
niveles significativos de crecimiento y de produccién de B-galactosidasa
por K. lactis, siendo consumidos practicamente todos los azlcares

disponibles en el periodo de tiempo ensayado (Figura 2.1 y 2.2).
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Figura 2. 2: Cultivo en estado sélido de K lactis sobre salvado de trigo
humedecido con suero de leche concentrado hasta un nivel de 350 mg de lactosa
por gramo de soporte. Los resultados son la media de cuatro cultivos diferentes.
Las barras verticales indican el error estandar.
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Aunque no es comun realizar cultivos liquidos con indculos tan
grandes, se realizaron, con propdsitos comparativos, cultivos en las

condiciones descritas previamente pero sin soporte (Figura 2.3).
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Figura 2. 3: Cultivos en medio liguido de K. lactis sobre suero de leche concentrado: 50 mg
de lactosa por ml (grafica superior) y [50 mg de lactosa por ml (grafica inferior). Se
cultivaron 3 mi de sustrato méas | ml de indculo en un matraz Erlenmeyer de 25 ml de
capacidad a 30°C y 250 r.p.m. Los resultados representan la media de tres (grafica superior} y
cuatro {grafica inferior) cultivos diferentes. Las barras verticales indican el error estandar.
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En la tabla 2.1 se muestran los rendimientos en biomasa por azucar
consumido (Yys) v de B-galactosidasa producida por biomasa (Ypx). Se
puede observar que los valores de Y, para los cultivos sobre carozo de
maiz fueron mayores que los obtenidos para los cultivos sobre salvado de
trigo y en medio liquido para el mismo nivel de azlcar. Esto parece
demostrar que los cultivos en estado solido sobre el carozo de maiz fueron
mas efectivos, por lo tanto, se considero esta situacion mas interesante para

nuestros propositos.

Tabla 2. 1: Rendimientos de biomasa y de B-galactosidasa en los cultivos analizados (media +

Lo Cultivo ; Yy B-galactosidasa en
‘ ; ¢ funcién de la biomasa
L (kU.E/mg)"

'a | Liquido (150 mg lactosa) 0,44 £ 0,04

I;ib-”i Liquido (350 mg lactosa) 0,81 +0,09

l¢ {Carozo de maiz (150 mg 0.67 + 0,05

i - { 1actosa por g soporte)

i‘d" Carozo de maiz (350 mg 1,07 £0,07

.- . lactosa por g soporte)

l[e;-" Salvado de trigo (350 mg 061 +0,11

i~ | lactosa por g soporte) i

Comparaciones estadisticas hechas por medio del fest t de Student («=0,05). Tamaiio de la
muestra; tres para los datos de las filas a, ¢ y cuatro para los datos en las filas b, d, e.

®En el punto mas alto de biomasa.
®En el punto mas alto de B-galactosidasa,
En el caso del carozo de maiz, mientras que los rendimientos Y

para niveles superiores de lactosa fueron mayores que para niveles

inferiores, Y, fue superior para niveles mas bajos de lactosa.
2. 3. Disefio de un plan factorial completo.

Intentando averiguar las condiciones que maximizan la produccion

de B-galactosidasa por K. lactis en cultivos en estado solido sobre carozo
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de maiz, se estudio la influencia de tres variables (nivel inicial de lactosa,
cantidad de indculo y tiempo de incubacién a 30°C) y sus interacciones
sobre esta respuesta, por medio de un disefio experimental consistente en

un plan factorial completo cuyos dominios y criterios de codificacion de

las variables se recogen en la tabla 2.2.

Tabla 2. 2: Dominios experimentales de las variables y su-
= —— o TR

Inécule (I:mg/g)
5
7
12

codificado, V,=valor natural, Vp=valor natural en el centro del dominio experimental,

AVp=incremento del valor natural correspondiente a un incremento unidad del valor codificado.

En la tabla 2.3 se muestra la matriz experimental, junto con los
resultados obtenidos para la respuesta (actividad [-galactosidasa), otros
pardmetros del cultivo y los coeficientes de las variables indicando los
coeficientes significativos en funcion del test t de Student para un nivel de
significacion del 95%.

La adecuacién a un modelo de primer ordeﬁ se demuestra por la
estimacion de la curvatura (Tabla 2.3). Este parametro representa la suma
de los coeficientes de las tres variables al cuadrado y, en el caso estudiado
aqui, no es significativo. El sistema es susceptible de definirse mediante la
siguienfe ecuacion codificada (cuya significacién se comprobé por medio
del test F de Fisher) en la cual Gnicamente la interaccion entre el tiempo y
el nivel de azicar inicial (lactosa) no presento influencia significativa en la
respuesta:

BG=1255-342T+4,16 A+3,131-1,96 TxI + 1,56 AxI - 1,54
TxAxI]
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Tabla 2. 3: Resultados experimentales del plan factorial completo (23) para el estudio de la
producclén de B- galactosndasa por K. lactis en cultivos en estado sélido y andlisis de la

BG  BG

‘, T A i 1 Bmmasa Azucares observada | esperada Res1d_uos
o - (mg/g) {mg/g) | (KUEJ/g) | (KU.EJg) -normalma@s
i 111 sa o1r 1382 0 1447 0 140 ]
201,11 54 L1300 2812 ¢ 2832 . 036
I BTN S U N U 1 S O
4 -1 1 -1 42 45 1175 ¢ 11,95 . -0,36
5[ 3 9 590 o 610 036
6 -1'-1 1 28 19 13,15 13,81 . -140 ]
c7 A 24 09 362 0 382 | 036
'8 -1 -1 -1 24 . 31 915 ' 981 . -l40 |
ofo 0ro e 1 1350 T 1255 075
10 0 0. 0. 41 10 C 1480 12,55 C 304
u[00 0 a0 1275 1255 015
12. 0. 0. 0 4 13 1260 . 1255 . 004

Curvatura: (I3 41-12 JA2) £ 1, 26= 1,261 26(NS)

MPBG; = Media de los valores observados de BG en los experimentos del 1 al 8

MBG= Media de los valores observados de BG en los experimentos del 9 al 12 (centro del
dominio)

N.8. =No significativo; MBGr = 12,12 ; MPBG, = 13,41

i . Coeficientes © ¢ Nivel de significacién (0=0,05)

. Constante | 12,55 34,58 0,0000
T j 342 770 0,0006
‘A | 4,16 937 0,0002
ly : 3,13 7,04 0,0009
TxA | 023 047, 0,6626 N. S.
I TxY ? 196" 447 0,0069
| AXY 1,56 3,50 0,0172
| TxAxY | -1,53 =345 0,0182

Anélisis de la varianza

i ~ Sumade | Gradosde | Mediade |

i Efecto ‘ cuadrades :  libertad ' cuadrados : Featcutada [ValorP
‘Modelo | 3798826 633137 . 40,0682 | 0,000
'Error 1 79000 5 1,580 T

LTota: [otal (Corr.) | 387,783 11] ]

R-cuadrado (ajustado para los grados de libertad) = 0,955 Error estdndar de est. = |,257
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Algunas de las superficies de respuesta mas representativas
correspondientes a la ecuacion obtenida estan representadas en la figura 2.4.
Estas superficies son planos definidos por pares de variables fijando la

tercera variable (valor 0).

=0

=] > 1

= 0,5
0 3
-1 -0,5 0 0,5 1 -1 -0’9 [

Figura 2. 4: Superficies de respuesta obtenidas en las fermentaciones en estado sélido
estudiadas de acuerdo con el plan experimental definido en la tabla 2.3. R= respuesta (actividad
B-galactosidasa). Los valores y nomenclatura de las variables pueden verse en la tabla 2.2.
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Como se puede observar en la figura 2.4, la respuesta aumenta en
cada situacion del dominio experimental cuando los niveles de azucares
iniciales y el indculo incrementan (coeficiente positivo) y cuando el tiempo
se reduce (coeficiente negativo). El valor mas alto de la respuesta se

obtiene en la esquina A =+1,1=+1, T=-1.

2; 4. Método de la maxima pendiente,

Con la intencion de encontrar un Optimo fuera del dominio
experimental, se aplicé el método de la maxima pendiente, incrementando
los valores de las variables proporcionalmente a sus coeficientes (0,5
unidades codificadas para el coeficiente mas pequefio) en la direccion del
incremento de la respuesta. Se hizo una excepcion con el tiempo. Fuera del
dominio experimental la respuesta no puede ser superior con niveles
iniciales de azicar mayores para tiempos de incubacion cortos (10 horas o
menos). Ademas, la reduccién del tiempo implica dejar niveles altos de
azicares sin utilizar. Otros limites los presentan el inoculo y la
concentracion del suero de leche ya que: a) la necesidad de concentrar las
células provenientes de cultivos liquidos influye de manera negativa en la
economia del proceso, suponiendo un costo afiadido a la fermentacion; b)
la cristalizacion de la factosa impide una concentraciéon mayor del suero de
leche para obtener la concentracion inicial de lactosa deseada en el
volumen requerido; y ¢) un volumen mayor de indculo o de sustrato (suero
de leche) seria perjudicial para el crecimiento ya que un exceso de liquido
libre presente sin absorber provocaria un aumento en las barreras
difusionales y traeria consigo un menor crecimiento y una menor
produccion enzimatica. La cantidad de indculo controla la fase inicial de

latencia, un inéculo pequefio prolonga la fase de latencia (Muniswaran y
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Charyulu, 1994). De hecho, cuando se realizaron cul_tivos con una fase
liquida mayor se obtuvieron resultados negativos. Por lo tanto, se
analizaron las condiciones tedricas iniciales de 550 mg de lactosa y 14,5
mg de biomasa, pero incrementando hasta tres veces el tiempo de
incubacion sugerido por el método de la maxima pendiente. Los resultados

obtenidos (Figura 2.5) muestran que para esas condiciones se obtiene una

actividad B-galactosidasa maxima a las 28 horas.
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Figura 2. 5: Produccion de (3-galactosidasa por K. Jactis en un cultivo en estado

" sélido sobre carozo de maiz humedecido con suero de leche. El nivel inicial de
lactpsa y de indculo se determind por el método de la maxima pendiente en
funcidn de los resultados det plan factorial completo estudiado.

2. 5. Estudio de la posible secrecién de enzimas.

Como se ha comentado en la introduccion, se ha descrito la secrecion
de enzimas, que son intracelulares en cultivos liquidos, cuando los
microorganismos crecen en estado solido (Shankaranand et al., 1992). Se
estudio, por tanto, la posibilidad de que la P-galactosidasa se secretase

mediante cultivos en estado sélido, ya que esto facilitaria en gran medida
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el proceso de preparacion enzimatica. Ademas, se estudio si la adicion de
un detergente al medio de cultivo, Tween-80, favorecia la secrecion de la
enzima.

Como se puede observar en la tabla 2.4, el nivel de secrecion no
sobrepasa el 10% incluso con las mayores concentraciones de Tween-80
tanto para cultivos liquidos como sdlidos; por lo tanto, se podria afirmar
gue el cambio de cultivos liquidos a sélidos no parece promover la

secrecion de B-galactosidasa por K. lactis en el medio de cultivo.

Tabla 2. 4: Porcentaje de secrecion de [-galactosidasa en cultivos liquidos y en estado sélido
suplementados o no con dlferentes concentraclones de Tween 80.

Nivel inicial de lactosa = 385 £ 20 mg/e
Inéculo =6,7+ 2,8 mg/g, 1 £ 0,3 kUE./g

2. 6. Estudio de otras variables que influyen en los cultivos en
estado solido.

Al igual que en los cultivos sumergidos, una adecuada seleccién y
control de las variables que influyen en el proceso, condiciona el éxito de
las fermentaciones en estado solido (Pastrana, 1996). En este trabajo se
estudio el efecto de la aireacion y el tamafio de la particula del soporte.

La aireacién del medio solido humedecido es uno de los faétores
claves que determinan la productividad en los cultives en estado sélido
(Saucedo-Castafieda et al., 1994; Gowthaman et al., 1995). Mediante los
sistemas de aireacion y agitacion se pretende favorecer los procesos de

transferencia de masa tanto a nivel interparticular como intraparticular
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(Pastrana, 1996). Como los valores obtenidos para Y, principalmente por
los cultivos con niveles de aziicar mayores (Tabla 2.1) son tipicos de un
metabolismo fermentativo, se evalud la posibilidad de incrementar Y, y
por lo tanto la produccion de [-galactosidasa, cambiando a un
metabolismo oxidativo mediante cultivos con aireacién forzada. No
obstante, en este caso, ain cuando el aire se suministré prehumedecido, la
evaporacion fue muy alta siendo muy dificil mantener la humedad
necesaria para el crecimiento de la levadura.

El efecto del tamafio de la particula (y por tanto, la porosidad y el
area especifica) sobre los cultivos en estado solido debe tenerse en cuenta.
La porosidad influye en la difusion del aire, los nutrientes y los productos
hacia y desde el microorganismo. Un diametro de particula mayor favorece
estos factores, aunque el drea para ¢l crecimiento puede ser mas pequefia,
Por tanto, se debe buscar una compensacion entre los dos factores (Pandey,
1992; Muniswaran et al., 1994; Gowthaman et al., 1995). No obstante,
cuando ensayamos un didmetro de soporte mayor (0,8 mm) para reducir la
compactacién de la biomasa, no se encontraron diferencias relevantes en la

produccion de B-galactosidasa con respecto a [as particulas de 0,2 mm.
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3. CONSTRUCCION DE VECTORES DE SECRECION DE
B-GALACTOSIDASA.

Como se ha comentado en la introduccién, la secrecién de proteinas
heterdlogas en el medio de cultivo es una manera de obtener grandes
cantidades de estas proteinas en una forma relativamente pura, sin
contaminantes de proteinas celulares y abaratando los costos asociados a la
extraccion y purificacion de la proteina. La obtencién mediante ingenieria
genética de una levadura capaz de secretar la [}-galactosidasa de
Kluyveromyces lactis al medio de cultivo, seria de un valor incalculable en
la industria, ya que la principal limitacion al aprovechamiento del suero de
leche basado en la hidrdlisis enzimatica de la lactosa, se deriva de Ios altos
costos de extraccion de dicha enzima. En este capitulo se describe la
construccion de un plasmido de secrecion de la [3-galactosidasa y diferentes
modificaciones genéticas para conseguir que la enzima sea secretada

eficientemente al medio de cultivo.

3. 1. CONSTRUCCION DE UN VECTOR DE SECRECION.

3. 1. 1. Diseiio del vector,

El vector utilizado fue el plasmido de secrecion, pSPGK1 (Figura
3.1) que es un derivado del pKD1. El plasmido pKD1 es analogo al 2 um
de Saccharomyces cerevisiae y fue aislado de Khuyveromyces
drosophilarum, replicandose eficientemente en Kiuyveromyces lactis (Van
der Berg et al.,, 1990). Ademas, parece ser adecuado para la aplicacién

industrial ya que se mantiene en K. Jactis en un alto nimero de copias hasta
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100 generaciones sin necesidad de condiciones de crecimiento selectivas
(Fleer et al., 1991 a). El pSPGKI presenta el promotor constitutivo y el
terminador de la fosfoglicerato quinasa (PGK) de S. cerevisiae que ha sido
usado eficientemente en la expresion de proteinas heterélogas en S
cerevisige como la quimosina (Berry er al., 1987) y en K. lactis como la
seroalbimina humana (Blondeau et al., 1994) y la a-amilasa de ratén
(Tokunaga et al, 1997). También incluye la seflal de secrecidén que
corresponde a la pre-secuencia (16 aminoacidos) de la subunidad o de la
toxina killer de K. lactis y al dipéptido Lys-Arg que es un sitio potencial de
corte de la endopeptidasa Kex! de K. lactis (Fleer et al., 1991 b). Entre el
promotor y el terminador de la PGK, inmediatamente después de la
secuencia de la sefial de secrecion, se localiza un Unico sitio de clonacién

EcoRI para la insercion del gen heterdlogo de interés.

Figura 3. 1: Plasmido pSPGK]1. La secuencia de la sefial de secrecion (S5} es
5'ATG AAT ATA TTT TAC ATA TTT TTG TTT TTG CTG TCA TTC GTT
CAA GGT AAA AGA 3'. Los dos lltimos tripletes de la 85 codifican para el
dipéptido Lys-Arg que es un sitio potencial de corte de la endopeptidasa Kex/ de
K. lactis. PGK=fosfoglicerato quinasa. p=promotor. t= terminador. Amp r=gen de
resistencia a la ampicilina. Ori=origen de replicacién en bacterias. S11=origen de
replicacién en K. lactis. URA=marcador de seleccidn en levaduras.
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Disponiamos del gen LAC4 que codifica la B-galactosidasa de K.
lactis clonado dentro del plasmido pLX8 (Das y Hollenberg, 1982) (Figura
3.2). Debido a que el gen presenta varios sitios de corte con la enzima
EcoRI fue necesario introducir otro sitio de clonacion distinto a EcoRf
dentro del pSPGK 1. Se eligio Xbal ya que no existen sitios potenciales de

corte de este enzima dentro del gen LAC4.

Figura 3. 2: Plismido pLX8. Amp r=gen de resistencia a la ampicilina.
Ori=origen de replicacion en bacterias. LAC4=gen de la B-galactosidasa de
K lactis. LAC12=gen de la lactosa permeasa de K. lactis.

La introduccion del sitio Xbal se realizo mediante la insercion de un
oligonucledtido sintético en el sitio Gnico de clonacién del pSPGKI,
comprobandose mediante secuenciacion la correcta insercién. Se utilizaron
los siguientes oligonucledtidos sintéticos que contienen un sitio Xbal

central flanqueado por dos sitios EcoRI:

EcoRI Xbal EcoRI
5 -GCGAATTCTCTAGAATTCGC-3’

3 -CGCTTAAGAGATCTTAAGCG-5"

Para la amplificacion del gen L4AC4 mediante PCR se utilizaron los

siguientes oligonucleotidos cebadores construidos a partir de la secuencia
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del gen LAC4 que ha sido publicada (Poch er al., 1992) y que contienen

ademads en sus extremos el sitio Xbal:

Xbal
5-GCTCTAGATTATTCAAAAGCGAGATC-3’

5-GCTCTAGATGTCTTGCCTTATTCCT-3"

El gen amplificado, con sitios X?al terminales, se puriﬁcé a partir de
una banda de unos 3 kb. Tanto el vector, pSPGK1, como el gen LAC4
fueron digeridos con Xbal y se procedio a la reaccion de ligamiento. En el
plasmido resultante, pSPGK1-LAC4 (Figura 3.3), se secuencié la zona de
unién del gen a la sefial de secrecion, verificando que se encontraba en la

pauta de lectura correcta.

Figura 3. 3: Plasmido construido para la secrecion de la B-galactosidasa de
K. lactis. Se ha utilizado la misma nomenclatura que en las figuras 3.1 y 3.2.

Una vez obtenido el plasmido de secrecion se procedio a transformar
la cepa de K. lactis MW 190-9B (MATa, lac4-8, urad, Rag™). Se obtuvieron
varios transformantes que se resembraron en placas X-Gal-Ura utilizando

como control negativo la levadura MW190-9B sin transformar y como

control positivo la cepa silvestre de K. lactis Y1140. Se observo que los
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transformantes son de crecimiento mas rapido y adquieren un color azul
mas intenso que el salvaje. Sin embargo, en ninglin caso apareci6 un halo
azul excesivamente grande alrededor de la siembra indicando que, si bien
el gen de la B-galactosidasa se expresa, no se produce una secrecioén masiva

de la proteina (Figura 3.4).

Figura 3. 4: Levaduras de las cepas de K lactis Y1140 (cepa
silvestre) y MW190-9B transformada con el plasmido pSPGKI-
LAC4 tras dos dias de crecimiento a 30°C en placas X-Gal-Ura.

3. 1. 2. Cinética de crecimiento y secrecion.

Para examinar la cinética de crecimiento y secrecion de la B-
galactosidasa por las levaduras transformadas con el plasmido pSPGK1-
LACA4, se realizaron cultivos discontinuos en un fermentador con suero de
leche como sustrato (Figura 3.5). Se observéd que la levadura era capaz de
crecer y producir P-galactosidasa, llegando a alcanzar un porcentaje de
actividad enzimatica en el medio de cultivo con respecto a la actividad

intracelular de un 10%. Sin embargo, el crecimiento fue lento en
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comparacion con el de la cepa silvestre productora de B-galactosidasa

inducible (Doval, 1992).
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Figura 3. 5: Crecimiento y produccién de [B-galactosidasa intracelular por la
levadura MW190-9B/pSPGK 1-LAC4 en suero de leche.

Para intentar explicar el lento crecimiento obtenido con la levadura
MW190-9B/pSPGK1-LAC4 en suero de leche, en primer lugar se
determind si el plasmido, dado que es de alto nimero de copias, podria
resultar toxico para la levadura. Para ello, se realizaron cultivos con la cepa
mutante MW190-9B transformada con cada uno de los plasmidos
pSPGKI1-LAC4 y pSPGK1 en medios CM-Ura y suero de leche,
comparandolos con cultivos de la cepa MWI190-9B sin transformar en
medio completo y suero de leche.

Como se puede observar en la Tabla 3.1, la levadura no transformada
con el gen LAC4, no presentd crecimiento significativo en suero de leche
(lactosa como principal fuente de carbono). Ademas, los crecimientos

alcanzados por las levaduras transformadas en medio CM-Ura fueron
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similares a los alcanzados por la cepa mutante en CM, con lo cual, se puede

deducir que los plasmidos no resultan toxicos para la levadura.

Tabla 3. 1: Crecimiento {medido como Absorbancia a 600 nm) de la levadura MW190-9B
. transformada o no con los plismidos pSPGKI1-LAC4 y pSPGKl en los medios indicados para
estudlar la p051ble tox1c1dad plasmidica.

3. 1. 3. Estudio de la influencia de la composicién del medio de

cultivo.

La composicién del medio ejerce un efecto importante sobre la
produccion de proteinas de secrecion en levaduras, influyendo tanto en el
crecimiento celular como en los porcentajes de secrecion (Chen et al.,
1993; Wittrup y Benig, 1994; Chang et al., 1998). El promotor de la PGK
generalmente es capaz de expresar el gen asociado hasta un nivel del 1-5%
del total de las proteinas celulares, dependiendo su eficiencia tanto de la
fuente de carbono empleada como de la actividad celular glicolitica
(Blondeau et al., 1994). Ademas, la expresion y secrecion parece verse
incrementada significativamente por el uso de medios ricos (Rossini ef al.,
1993, Castelli et al., 1994).

Experimentos previos habian demostrado que el extracto de levadura
constituia un suplemento adecuado para el suero de leche, mejorando el
crecimiento en K. lactis (Becerra, 1995). Por estos motivos, se realizé un
cultivo en fermentador del transformante en suero de leche suplementado

con extracto de levadura y se procedid a determinar, ademas del
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crecimiento y la produccién de B-galactosidasa (Figura 3.6), la estabilidad
del plasmido, obteniéndose tras 45 horas de cultivo una estabilidad del
56%.

Al suplementar el suero de leche con extracto de levaduras, el
crecimiento fue co_nsiderablemente mas rapido, agotando todos los azlcares
del medio de cultivo en menos de 35 horas, cuando sobre suero de leche sin
suplementar se necesitaron mas de 200 horas (Figura 3.5). Ademas, se
multiplicaron por 12 los niveles de absorbancia (600 nm) a las 45 horas de

cultivo y se incrementaron en mas de 6 veces los valores de actividad f3-

galactosidasa.
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Figura 3. 6: Crecimiento y produccion de (-galactosidasa intracelular por la
levadura MW190-9B/pSPGK1-LAC4 en suero de leche suplementado con
extracto de levaduras.

Dado que el cultivo en suero de leche sin suplementar se habia
realizado sin control de pH (Figura 3.5) y que esta descrito que la actividad
B-galactosidasa de K. lactis disminuye bruscamente a valores de pH por

debajo de 6,5 o por encima de 7,5 (Dickson et al., 1979; Siso y Doval,

1994}, en el cultivo sobre suero de leche suplementado se mantuvo el pH
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. proximo a 7 por adicion de sosa para evitar la pé;‘dida de actividad
extracelular. En este caso, si se detectd presencia de actividad pB-
galactosidasa en el medio de cultivo. Asi, entre las 10 y las 14 horas de
cultivo, la B-galactosidasa extracelular Ilegd a representar el 54% de la
intracelular, disminuyendo este valor hasta un 32% a las 20 horas y hasta
menos de un 10% a partir de las 35 horas de cultivo. A lo largo de todo ¢l
cultivd, los valoreshabsolutos de actividad enzimatica extracelular se
mantuvieron constantes, debiéndose el descenso en el porcentaje de

secrecion al aumento de la B-galactosidasa intracelular.

3. 1. 4. Localizacion subcelular de la B-galactosidasa.

La presencia de la pared celular en levaduras representa una barrera
adicional que dificulta la excrecion de proteinas al medio de cuitivo. El
péptido sefial dirige a las proteinas a través de la ruta de secrecion hasta el
espacio periplasmico pero esto no implica que la proteina pueda atravesar
facilmente la pared v ser excretada al medio de cultivo (Venturini et al.,
1997).

Con el objetivo de intentar aclarar si en la levadura transformada se
producia acumulacién de la P-galactosidasa de secrecion en el espacio
periplasmico u otro compartimento celular, se realizd un cultivo en
fermentador, con control de pH a 7,0, esta vez en dos litros de YPL (4% de
lactosa) con glucosa al 0,1%, determinando la actividad enzimatica ademas
de en las células enteras y medio de cultivo, en fracciones obtenidas por
centrifugacion diferencial y correspondientes al espacio periplasmico,
citoplasma y sedimento celular. La utilizacion de YPL, un medio sintético,
en lugar de suero de leche, facilita la generalizacion de los resultados

obtenidos. Se adiciond una pequefia cantidad de glucosa en el medio de
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cultivo a fin de disminuir la fase de latencia favoreciendo el crecimiento |
inicial y la produccién de biomasa de la levadura, por ser una fuente de
carbono de utilizacién mas rapida que la lactosa; esta modificacién no
implica riesgo de existencia de represion catabdlica pues el promotor de la
PGK es constitutivo. Ademas, incluso parece existir cierta induccion del
promotor de la PGK al afiadir glucosa, asi la expresion del o-interferon
usando el promotor PGK se indujo de 20 a 30 veces tras adicionar glucosa
a un cultivo creciendo sobre acetato como fuente de carbono (Romanos et
al., 1992). Si bien el cultivo se comenzd en modo discontinuo, al cabo de
25 horas (comienzo de la fase estacionaria) se inici6 el cultivo continuo con
una tasa de dilucién de 0,02 h', pues existen precedentes en la bibliografia
indicativos de que prolongando la fase estacionaria de los cultivos se

incrementa la liberacién de proteinas al medio de cultivo (Fleer ef al., 1991

a; Macreadie et al., 1993) (Figura 3.7}.
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Figura 3. 7: Crecimiento y produccion de B-galactosidasa por la levadura MW 190-
9B/pSPGK1-LAC4 en YPL 4% de lactosa con glucosa al 0,1%. La flecha indica el
momento en que se conectd el cultivo continuo (u=0,02 h™).
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A pesar de que la actividad P-galactosidasa en el medio va
aumentando a lo largo del cultivo (Tabla 3.2), cabe destacar que si se
expresan los datos como porcentajes de la actividad intracelular, al inicio
de la fase exponencial (15 horas) la -galactosidasa extracelular representa
un 44% de la intracelular, disminuyendo a partir de las 24 horas hasta
valores comprendidos entre el 7 y el 14%. Por tanto, prolongando la fase
estacionaria de los cultivos de la levadura MW190-9B/pSPGK1-LAC4 no
parece incrementarse el porcentaje de secrecion de la P-galactosidasa
recombinante.

Se determiné la estabilidad del plismido durante la fase estacionaria

resultando ser de un 75% entre las 60 y las 150 horas de cultivo.

Tabla 3. 2: Localizacidn de la actividad B-galactosidasa (U.E./ml) producida por lé levadura
MW 190-9B/pSPGK1-LAC4 a las horas de cultivo que se indican. Datos correspondientes al
cultivo de la Figura 3.7.

Con respecto a la localizacion subcelular de la 3-galactosidasa (Tabla
3.2), parece existir cierto aumento de la enzima en el periplasma a lo largo
del cultivo, obteniéndose los valores mas altos de actividad en la fraccién
correspondiente al sedimento celular, lo cual puede ser debido a la (-
galactosidasa contenida en células enteras que no se transformaron en

protoplastos y no fueron, por tanto, lisadas, o bien, a 3-galactosidasa que ha
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seguido la ruta de secrecion pero que permanece unida a las paredes
celulares de la levadura.

Otro dato a destacar es el hecho de que el niimero total de unidades
enzimaticas de la actividad [-galactosidasa encontrada en las tres
fracciones celulares resulta mucho menor que la actividad total medida en
las células enteras. Por tanto, al igual que lo que sucedia en el proceso de
preparacion de extractos proteicos con enzimas (apartado 2.1.3.), durante el
proceso de fraccionamiento se produce una notable pérdida de actividad
enzimatica. Dado que estd descrita la existencia de proteasas en levaduras
(Chen et al., 1993), se determind la posible presencia de actividad
proteoliﬁca tanto en el medio de cultivo como en las tres fracciones
celulares preparadas. Sin embargo, en ningin caso se detectd actividad
proteolitica apreciable con el método utilizado, quedando sin determinar el
factor causante de la acusada pérdida de actividad enzimatica que se

produce durante el fraccionamiento.

3. 1. 5. Observacion al Microscopio Electrénico.

Dado que durante el proceso de fraccionamiento se produjo una
pérdida de la actividad enzimatica, se intentd mediante microscopia
electronica la inmunolocalizacién subcelular de 1a B-galactosidasa. Aunque
no fue posible determinar claramente su inmunolocalizacion, si se puede
observar que la levadura MW190-9B/pSPGK1-LAC4 presenta un mayor
grado de estructuras parecidas a vacuolas que la cepa silvestre Y1140
(Figura 3.8).

Estd descrito gue solo un pequefio porcentaje de la proquimosina
bovina producida por S. cerevisiae es secretada, permaneciendo una

fraccion sustancial localizada en las vacuolas (Smith et al., 1985). Algo
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similar podria estar sucediendo en nuestro caso, la B-galactosidasa seria
dirigida hacia la via secretora y algin paso de esta compleja ruta se
colapsaria dirigiendo el exceso de proteina hacia la vacuola en donde

podrian tener lugar procesos degradativos.

MW190-9B/pSPGK1-LAC4 Y1140

Figura 3. 8: Fotografia al microscopio electrénico de las cepas de K.
lactis MW190-9B/pSPGK 1-LAC4 (aumentos 28.0 K) ¢ Y1140 (cepa
silvestre) (aumentos 35.0 K).

3.2. ACORTAMIENTO DE LA PROTEINA.

Aunque se han conseguido secretar varias proteinas heterdlogas en
levaduras, suelen ser pequefios polipéptidos que probablemente sean mas
adecuados para la secrecién que una proteina citoplasmética tan grande
como la [-galactosidasa (Tabla 1 de la introduccion). Por tanto, el
conseguir una [-galactosidasa mas pequefia, mediante acortamiento de
algunos dominios sin perder la actividad enzimatica, podria incrementar la

fraccion de enzima que alcanza el medio de crecimiento. Con este
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proposito se disefiaron nuevas construcciones usando el vector de expresién
YEpFLAG!. Ademas, este nuevo vector nos permitiria estudiar la
influencia de otras sefiales de secrecién y otros promotores en la secrecion

heterdloga de la B-galactosidasa de K. lactis.

3. 2. 1. Diseiio de la construccion.

El vector YEpFLAG1 (Figura 3.9) presenta el promotor de la
alcohol deshidrogenasa de levaduras (ADHZ2) que es regulado mediante
represion por glucosa, la sefial de secrecion del factor o de levaduras (83
aminoacidos), el péptido FLAG para la deteccion inmunologica y el

terminador transcripcional del gen CYCI.

Figura 3. 9; Plismido YEpFLAGI. ADH2=promotor de la alcohol
deshidrogenasa. o=sefial de secrecidn del factor a. FLAG=péptido FLAG.
MCS=sitio maltiple de clonaje. CYCl=terminador del gen CY¥C/. 2 pm=origen
de replicacion en S. cerevisiae. TRP1= marcador de seleccién en levaduras.
Amp r= gen de resistencia a la ampicilina.

El péptido FLAG estd compuesto de 8 aminoécidos codificados por
una secuencia de 24 pb:

N-Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys-C

5'-GAC TAC AAG GAC GAT GAT GAC AAG-3’

3’-CTC ATG TTC CTG CTA CTA CTG TTC-5°
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La unién de anticuerpos monoclonales (Eastman Kodak Company)
contra el epitopo FLAG permite la deteccién inmunolégica de la proteina
fusionada al péptido FLAGI. El anticuerpo monoclonal M1 se une al
péptido FLAG Unicamente cuando éste se localiza en el extremo amino
terminal de la proteina unida a FLAG, mientras que el anticuerpo
monoclonal M2 se puede unir al péptido FLAG en cualquier posicion. El
péptido FLAG_se puede eliminar proteoliticamente mediante el uso de la
enteroquinasa y asi se recupera la proteina intacta.

Se diseflaron cuatro construcciones diferentes, una de ellas
manteniendo el gen LAC4 entero, en otro caso delecionando los 10
primeros aminodcidos del extremo amino terminal, en un tercer caso
retirando los 25 primeros aminoéacidos del extremo N-terminal y la altima
construccion quedandonos con el dominio correspondiente al centro activo
que se puede predecir aproximadamente en funcion de la comparacién con
la secuencia de la B-galactosidasa de Escherichia coli (Figura 3.10), la
unica (3-galactosidasa hasta el momento de la que se encuentra publicada su
estructura tridimensional obtenida mediante cristalografia de Rayos-X
(Jacobson et al., 1994). Se puede observar en la Figura 3.10 que los
residuos de Glu 461, Met 502, Tyr 503 y Glu 537 que son importantes en la
funcién catalitica de la B-galactosidasa de E. coli por estar implicados en el
sitio de unién al sustrato (Jacobson ef al., 1994) se encuentran conservados
en la PB-galactosidasa de K. lactis. Estos residuos se encuentran altamente
conservados entre B-galactosidasas homologas (Jacobson et al., 1994).

Para la amplificacion del gen se utilizaron los siguientes
oligonucleotidos cebadores construidos a partir de la secuencia del gen
LAC4 (Poch er al., 1992) y que en este caso contienen en sus extremos el

sitio Xhol, ya que el plasmido YEpFLAGI no contiene en su sitio multiple
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de clonacion el sitio Xbal, y no existen sitios potenciales de corte de esta

enzima en el gen LAC4:

Xhol
A) 5'-GCCTCGAGTCTTGCCTTATTCCTGA-3"

B) 5-GCCTCGAGTTATTCAAAAGCGAGATC-3’
C) 5-GCCTCGAGAACCCCAAAAAGGTTCA-3"
D)5 '-GCCTCGAGTACTATGATCAGGATATTT-B ’
E) 5-GCCTCGAGCATGTTGGTTTCAGACAA-3’
F)5'-GCCTCGAGTCCGTGCGCAATTTTAAT-3’

Los dos primeros oligonucleétidos (A y B) fueron utilizados para
amplificar el gen LAC4 entero. El ligamiento con el YEpFLAGI
proporciond el plasmido que se denominé YEpFLAG1-LAC4. Los
oligonucledtidos B y C amplificaron el gen LAC4 sin los 10 primeros
aminoacidos N-terminales (YEpFLLAG1-BC). Los oligonucledtidos B y D
el gen LAC4 sin los 25 primeros aminoacidos N-terminales (YEpFLAGI-
BD) y por tltimo los oligonucledtidos E y F la region correspondiente al

centro activo (YEpFLAGI1-EF).

Con las. construcciones resultantes se transformé la cepa de S
cerevisiae BI3505 (pep4::HIS3, prb-Al.6R HIS3, lys2-208, trpl-Al01,
ura3-52, gal2, canl) cepa haploide deficiente en proteasas debido a las
mutaciones pep4 y prbl responsables de la degradacion vacuolar en

levaduras (Romanos ef al., 1992).
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Figura 3. 10: Alineamiento proteico de las PB-galactosidasas de K. lactis, E. coli y
Aspergillus niger. En rojo se muestra el centro activo de la B-galactosidasa de E. coli
correspondiente al dominio 3. En azul la region amplificada del LAC# para la construccion
YEpFLAGI-EF. En gris residuos implicados en el sitio de union al sustrato. Se indica la
localizacion del sitio de restriccién BamHI para la B-galactosidasa de K. lactis y de A. niger.
Los residuos idénticos se han sefialado con un asterisco, mientras que los similares se han
identificado con un punto.
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3. 2. 2. Cinética de crecimiento y secrecién.

Con los transformantes obtenidos se realizaron cultivos discontinuos
en medio YPHSM. La expresion de la 3-galactosidasa comienza a partir de
las 24 horas de cultivo cuando los niveles de glucosa son bajos pues el
promotor ADHZ2 es reprimido en presencia de glucosa. Soélo las
construcciones con la delecion en los 10 primeros aminodcidos en el
extremo amino terminal (YEpFLAG1-BC), y 1a que mantenia el gen LAC4
entero (YEpFILAGI1-AB), presentaron actividad [3-galactosidasa tanto en
las células como en el medio de cultivo (Figura 3.11). Al igual que en el
caso de la cepa MW190-9B/pSPGK 1-LAC4, los mayores porcentajes de
secrecion se obtuvieron al inicio del cultivo. Se obtuvieron para los dos
tipos de transformantes (BJ3505/YEpFLAGI-LAC4 y
BJ3505/YEpFLAGI1-BC) un 32% de secrecion a las 7 horas de cultivo
cuando la actividad intracelular es muy pequefia, bajando hasta el 0,37% a
las 24 horas y manteniéndose en torno al 0,06% durante el resto del cultivo.
Aunque los porcentajes de secrecion fueron bajando, la B-galactosidasa en
el medio de cultivo fue aumentando debiéndose el descenso en el
porcentaje al incremento de la actividad enzimatica en las células. Por
tanto, la delecion en los 10 primeros aminoécidos de la regién amino
terminal no mejoro los porcentajes de secrecion,

El medio YPHSM mantuvo el pH a las 72 horas de cultivo en torno a
7,03, por tanto no se debe el descenso en el porcentaje de secrecion a la

variacién de pH.
En el analisis mediante Western-blot (Figura 3.12) de las proteinas

del medio de cultivo recogido a diferentes intervalos de tiempo (y

concentrado hasta 5 veces) de la cepa BJ3505/YEpFLAGI-BC mostré una
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banda que se corresponde con la B-galactosidasa de K. lactis. Esta banda se
pudo detectar tanto ‘con los anticuerpos monoclonales contra el epitopo
FLAG M1 como con el M2, La deteccién con el anticuerpo M1 que como
se ha comentado uUnicamente detecta el péptido FLAG cuando esta
localizado en el extemo amino terminal de la proteina, nos indica que la
sefial de secrecion (el factor o) se ha procesado correctamente durante su

paso por la via secretora.
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Figura 3. 11: Crecimiento y produccion de P-galactosida intracelular por la
cepa de S cerevisiae BI3505/YEpFLAGI-LAC4 (A) y BI3505/YEpFLAGI-
BC (B) en YPHSM.
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Figura 3. 12: Andlisis por western-blot de la B-galactosidasa
excretada a diferentes horas al medio de cultivo por la cepa de S.
cerevisiae BJ3505/YEpFLAGI-BC. Se realizd empleando el
anticuerpo M1. Se cargaron 7 pg de proteina total en la calle
correspondiente a las 72 horas y 6 ug de proteina total en la calle
correspondiente a las 96 horas.

El peso molecular de la B-galactosidasa excretada determinado a
partir del western-blot fue de aproximadamente 123 kDa, por lo tanto,
considerando que cada cadena de oligosacaridos unida a asparragina
produce un aumento del peso molecular de 2 kDa a 2,5 kDa (Das et al.,
1989), la proteina no parece haber sufrido procesos de glicosilacién de
alguno de los 7 sitios potenciales de N-glicosilacion existentes en ella.
Aunque, como se ha comentado en la introduccién, algunas de las proteinas
heterdlogas secretadas por S. cerevisiae presentan fendémenos de
hiperglicosilacion (Miiller et al., 1998), también se ha descrito el caso
contrario. Asi, de los ejemplos de secrecion heterdloga de la B-
galactosidasa de E. coli por S. cerevisiae encontrados en la bibliografia
(Tabla 3.3) ninguno de ellos presentd glicosilacion de los 5 sitios
potenciales de N-glicosilacion presentes en la enzima bacteriana (Das et
al., 1989). Esto ocurri6 tanto para los casos en que la proteina alcanzd el

medio extracelular (Rossini ef al., 1993, Pignatelli et al., 1998), como para
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aquellos en que quedé retenida en el espacio periplasmico (Das et al.,,
1989; Porro et al., 1992).

La  observacion al microscopio  dptico del  cultivo
BJ3505/YEpFLAG!-BC en medio YPHSM a las 72 y 96 horas, no mostré
evidencias apreciables de la existencia de fenémenos de lisis celular.

Las otras dos construcciones afectaron a la actividad f-galactosidasa
ya que no se pudo detectar actividad ni en las células ni en el medio de
cultivo. Uno de los mutantes mediante delecion de los residuos 11-41
descritos para la B-galactosidasa de E. coli da una proteina inactiva y
dimérica (Jacobson et al., 1994). Esta region en la B-galactosidasa de E.
coli parece partiéipar en contactos con los dominios (1, 2 y 3) del mismo
monomero, asi como con otros mondémeros de la misma proteina. Algo
similar podria estar sucediendo con la B-galactosidasa de K. lactis. Por
tanto, parece que no hay una fraccién de proteina grande que se pueda
eliminar sin tener un efecto grave en la actividad B-galactosidasa de K

lactis.

3.3, CAMBIOS EN LA ESTABILIDAD PROTEICA.

La vida media de las proteinas en el interior de una célula varia
desde unos pocos minutos hasta varias semanas. La expresion de proteinas
de vida corta o0 que son secretadas de una manera natural, como la insulina,
en levaduras da bajos rendimientos. En algunos casos la fusion a proteinas
mas estables aumenta el nivel de acumulacién en levaduras (Romanos et
al., 1992). Existen diferentes vias para la degradacion de proteinas y por

tanto, hay multiples determinantes moleculares que confieren inestabilidad.
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La degradacién vacuolar es responsable de la renovacion no selectiva de las
proteinas de vida larga (mas de 160 horas), mientras que las proteinas de
vida corta (vida media menor de 2,5 horas) son degradadas en el citosol
(Romanos et al., 1992). Las proteinas que van 2 ser destruidas en el citosol
son marcadas mediante la unién covalente a la ubiquitina y posteriormente
hidrolizadas por el proteosoma en una manera dependiente de ATP
(Bonifacino y Weissman, 1998; Hershko y Ciechanover, 1998). De acuerdo
con algunos estudios de degradacion de proteinas, la vida media de una
proteina madura viene determinada, al menos en parte, por su aminoacido
N-terminal. Este fendmeno se conoce como la regla del extremo N-
terminal. Asi, la vida media de una proteina madura en S. cerevisiae cuyo
extremo N-terminal es serina, alanina o treonina es mayor de 20 horas,
mientras que la vida media de una proteina madura cuyo residuo N-
terminal sea fenilalanina, leucina, lisina, triptéfano o arginina es de sélo 2 a

3 minutos (Varshavsky, 1996).

3. 3. 1. Diseiio de la construccion,

Con la intencién de obtener una P-galactosidasa mas estable y
comprobar si eso afectaba al nivel de secrecion, se disefid una nueva
construccién. Se utilizé el plasmido pSPGK1 (Figura 3.1), que se digirié
con EcoR{, se tratd con la nucleasa S/ para eliminar los extremos
protuberantes y se le insertd el siguiente oligonucleétido sintético que
contiene un sitio Xhol:

Xhol
5-ATCCCTCGAG-3’

3 -TAGGGAGCTC-5
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Se determind mediante secuenciacion la correcta insercién del
oligonucleodtido.

La amplificacién del gen LACH se realizé mediante PCR empleando
los oligonucledtidos A y B ya descritos. El plasmido resultante se
denominé pSPGK]-Ser-LAC4; con esta construccion se afaden tres
aminoacidos mas a la B-galactosidasa de K. lactis en el extremo N-terminal
Ser-Leu-Glu. La proteina tras el procesamientb de la sefial de secrecion y el
corte con la endopeptidasa Kex/ de K. lactis del dipéptido Lys-Arg
quedaria con el aminoacido serina en el extremo N-terminal, que es un
aminoécido estabilizante.

Con la construccion obtenida se transformé la cepa de K. lactis

MW190-9B y se determind la cinética de crecimiento y secrecién.

3. 3. 2. Cinética de crecimiento y secrecion.

Se realizaron cultivos discontinuos en medio YPD del transformante
MW190-9B/pSPGK 1-Ser-LAC4 (Figura 3.13). El afiadir un aminodcido
estabilizante al extremo N-terminal de la B-galactosidasa de K. lactis no

incrementé el porcentaje de secrecion. De nuevo los mayores porcentajes
de secrecion (56%) se obtuvieron al inicio del cultivo, a las 24 horas,

disminuyendo posteriormente al aumentar la actividad intracelular.

Como se ha comentado anteriormente existen diferentes vias
implicadas en la degradacion de las proteinas y por tanto existen multiples
sefiales que pueden ser importantes a la hora de mejorar la estabilidad de
una proteina. Ademas la vida media de diferentes proteinas con el mismo
aminoacido N-terminal puede diferir considerablemente (Varshavsky,

1996).
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Figura 3. 13: Crecimiento y produccién de P-galactosidasa intracelular por la
levadura MW 190-9B/pSPGK1-Ser-LAC4 en YPD.

3. 4. CONSTRUCCION DE PROTEINAS HIBRIDAS.

La secrecion de proteinas heterdlogas, ademas de la importancia de
la composicion del medio, condiciones de cultivo y fase de crecimiento,
depende de determinantes estructurales que posiblemente, a través de la
interaccion con receptores especificos, dirigen la proteina hacia el exterior
celular. La capacidad de las proteinas para atravesar la pared celular
depende‘ de muchos factores como el tamafio, la estructura tridimensional,
la carga de la proteina, punto isoeléctrico, glicosilacion, etc (De Nobel et
al, 1990 a, b y 1991, Soo-Wan er al, 1993). Dado que varios
determinantes estructurales, presentes en la proteina, pueden ser necesarios
para dirigir una proteina al medio de cultivo, la construccién de una

proteina hibrida entre la B-galactosidasa de K. Jactis y otra proteina
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extracelular relacionada como la B-galactosidasa de Aspergillus niger
podria incrementar la fraccion de enzima que alcanza el medio de cultivo.
La [-galactosidasa de 4. niger presenta una distribucion de
aminodcidos 4cidos y basicos diferente a la de K. lactis y que se caracteriza
porque en la mitad C-terminal de la proteina predominan los aminocacidos
basicos mientras que en K. lactis la distribucion de aminoéacidos acidos y
basicos es equilibracia a lo largo de toda la molécula (Figura 3.14). Esto
podria facilitar la secrecién de la B-galactosidasa de A. niger. La carga de
los aminoécidos parece tener importancia en la localizacién de proteinas de
membrana y de proteinas que se van a secretar (Boyd y Beckwith, 1990).
Por tanto, se disefié una nueva construccion intercambiando la mitad C-

terminal de la B-galactosidasa de K. lactis por la de 4. niger.
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Figura 3. 14: Anilisis de los aminoéacidos acidos (A) y basicos (B} de la B-galactosidasa de
A. niger (esquema superior) y de K. lactis (esquema inferior).
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3. 4. 1. Diseiio de la construccion.

La presencia de un unico sitio BamH/I en la B-galactosidasa de K.
lactis y otro en la de A. niger nos sirvié para nuestros objetivos. Ambos
cortan aproximadamente en la mitad de la molécula en la regién
equivalente al dominio 3 de la B-galactosidasa de E. coli que es donde se
localiza el centro activo (Figura 3.10). Se digiri6 el plasmido pSPGK1-Ser-
LAC4 con BamHI y se elimin6 el fragmento BamHI que contiene la mitad
C-terminal del LAC4 y el terminador.

El gen LACA que codifica la B-galactosidasa de 4. niger se encuentra
clonado dentro del plasmido pVK1.1 (Kumar et al., 1992) (Figura 3.15).

Figura 3. 15: Plasmido pVK1.1. p=promotoer. t=terminador. ADH I=alcohol
deshidrogenasa de levadura. LacA=gen de la B-galactosidasa de A. MNiger.
Ori=origen de replicacién en bacterias. Amp r=gen de resistencia a la
ampicilina. 2 pm=origen de replicacion en S. cerevisice, URA3=marcador
de seleccion en tevaduras,

La amplificacién del extremo C-terminal del gen LACA se realizod
mediante los siguientes oligonucieétidos construidos a partir de la
secuencia del gen LACA (Kumar et al, 1992) y que contienen en sus

extremos el sitio BamHI:

BamHT
5-CGGTGATTGAAGGATCCTGAGTCTG-3"

5-CCACACCCGTCCTGTGGATCC-3’
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Los oligonucledtidos se disefiaron de manera que quedasen en la
pauta de lectura correcta con la B-galactosidasa de K. lactis y que se
amplificase la mitad C-terminal de la B-galactosidasa de A. niger y el
terminador ADHI1 del plasmido pVK1.1.

El ligamiento del plasmido pSPGK1-Ser-LAC4 digerido con BamHI
con el fragmento BamHI amplificado del pVKI1.1 dio como resultado el
plasmido pSPGK1-LAC4-LACA que se utiliz6 para transformar la cepa de
K. lactis MW190-9B.

3. 4. 2. Cinética de crecimiento y secrecién.

Se realizaron cultivos discontinuos del transformate MW190-
9B/pSPGK1-LAC4-LACA en medio YPD (Figura 3.16). Es destacable el
hecho de que se pudo detectar actividad enzimatica en las células, siendo
unas 33 veces menor a las 81 horas que la que mostr6 la cepa MW190-
9B/pSPGK1-Ser-LAC4 en el mismo medio. Ademas el porcentaje de
secrecion desde las 48 a las 54 horas se mantuvo en torno al 38%,
disminuyendo al 15% a las 72 horas y al 4% a las 81 horas.

Para comprobar que la actividad enzimatica intracelular era debida a
la construccion y no a una actividad f-galactosidasa residual de la cepa de
K. lactis MWI190-9B, se realizaron cultivos de esta ultima en YPD,
obteniendo niveles de actividad intracelular 25 veces inferior a las 81 horas
con respecto a la cepa MW190-9B/pSPGK1-Ser-LAC4-LACA. Por tanto,
se puede descartar que toda la actividad enzimatica detectada en la cepa
MW190-9B/pSPGK1-Ser-LAC4-LACA sea una actividad remanente de la
cepa MW190-9B, debiéndose la mayor parte de la actividad a la proteina
hibrida.
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Figura 3. 16: Crecimiento y produccion de f-galactosidasa intracelular por la
levadura MW190-9B/pSPGK 1-LAC4-LACA en YPD.

La construccion de una proteina hibrida entre la B-galactosidasa de
K lactis y la de A. niger aunque disminuye los valores de actividad
enzimatica en el interior celular, efecto que no parece sorprendente ya que
estamos eliminando aproximadamente la mitad del centro activo de la
proteina y reemplazandolo por otro, parece mejorar ligeramente los
porcentajes de secrecioén con respecto a los conseguidos por la misma cepa
transformada con el plasmido pSPGK 1-Ser-LAC4. La regién C-terminal de
la (3-galactosidasa de A. miger parece complementar en cierta medida la
delecion sufrida por la de K. lactis.

En la actualidad se estan planificando nuevas proteinas hibridas que
comprenden un fragmento mds pequeiio de la -galactosidasa de 4. niger, y
por tanto una delecion menor de la proteina de K. lactis. Esta nueva
proteina podria mantener la actividad enzimatica e incrementar los

porcentajes de secrecion.
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Como se ha comentado, la posibilidad de secrecion de proteinas
heterdlogas ha estimulado los estudios sobre la utilizacién de diferentes
levaduras como hospedadores de secrecion de proteinas con interés
industrial. Sin embargo, la mayoria de las proteinas secretadas resultan ser
pequefios polipéptidos o proteinas de naturaleza extracelular en origen
(Tabla 1 de la introduccién). Durante esta Gltima década se han venido
realizando intentos para secretar P-galactosidasas provenientes de
diferentes fuentes (Tabla 3.3). De los resultados obtenidos por los distintos
autores, cabe concluir que es una empresa dificil para una proteina tan
grande. Rossini ef al., (1993) consiguieron en el mejor de los casos un 33%
de secrecion utilizando para ello condiciones de cultivo especificas como:
el empleo de temperaturas altas, la presencia de agentes reductores y el
crecimiento en medios ricos. Kumar et al., (1992), obtuvieron porcentajes
de secrecion del 40% para una proteina que es excretada de manera natural

al medio de cultivo.

Tabla 3. 3: Secrecion heteréloga de ja p- galactomdasa de distintas fuentes por Saccharomyces
cerewsrae emplean diferentes seflales de secrecion

- Tamaiio
(kDa)
116
33%
1,6%
110

Se indica entre parente51s la ]ocahzacmn natural de la proteina, (1) intracclular, (E)

extracelular. Porcentaje de secrecion al medio extracelular. (P) localizacion periplasmatica de
la proteina secretada.
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Los porcentajes de secrecion homéloga de la B-galactosidasa de K.
lactis alcanzados mediante las diferentes estrategias empleadas en este
trabajo (en torno al 10% en la fase estacionaria) son equiparables e incluso

mejores a los obtenidos por otros autores mediante secrecién heterdloga.
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4, SECRECION DE B-GALACTOSIDASA POR
MUTANTES DE Saccharomyces cerevisiae.

Recientemente se ha desarrollado un sistema para liberar proteinas
producidas intracelularmente, basado en la utilizacion de cepas de levadura
que lisan a temperaturas no permisivas debido a la expresién de mutaciones
que traen consigo la formacion de una pared celular alterada. Constituye
una alternativa interesante a la produccién de proteinas intracelulares y
facilita su procesamiento posterior (Fuente e al., 1993; Alvarez et al.,
1994, Becerra er al., 1997). Se ha probado su utilidad en la liberacidn,
después de un aumento de temperatura, de proteinas tanto homdlogas
(fosfatasa alcalina) como heterologas (cloranfenicol acetil transferasa)
(Alvarez er al., 1994), incluyendo moléculas tan grandes como las
particulas parecidas a virus (virus-like particles, VLPs) de 60 nm de
tamafio, mediante choque osmético (Alvarez et al., 1995).

Por otra parte, también se ha desarrollado un sistema para
incrementar la produccion de proteinas heterdlogas y estudiar los
mecanismos de secrecion proteica en levaduras que se basa en el uso de
cepas que muestran un fenotipo super-secretor. Asi, cepas de S. cerevisiae
que presentan la mutacién ssc/ han resultado eficaces en la secrecion de
proteinas de mamifero como la proquimosina bovina, la hormona de
crecimiento bovino (Smith et al., 1985) y la pro-uroquinasa humana
(Melnick et al., 1990).

Con la intencién de mejorar los porcentajes de secrecion obtenidos se
emplearon estos dos tipos de mutantes de S. cerevisiae para la produccion

heteréloga de la B-galactosidasa de K. lactis.
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4. 1. UTILIZACION DE MUTANTES QUE LISAN A
TEMPERATURAS NO PERMISIVAS.

Se han usado las siguientes' cepas de S. cerevisiae: LDI
. (MATa/MATa, lj;t2-f/lyt2-1, leu2-3.112/leu2-3.112, his4A34/his4434) es
una cepa diploide homozigética para el alelo mutante /yt2-1 que determina
la autolisis de las células cuando crecen a la {emperatura no permisiva de
37°C ('Torres et al., 1991; Fuente et al., 1993) y LHDP1 (MATa, lys2-1,
ade2, leu2-3.112, pepd::HIS3, prblAl.6R) cepa haploide deficiente en
proteasas debido a las mutaciones pep4 y prb! (Romanos et al., 1992) que
también presenta el alelo mutante lyz2-1.

Estas cepas fueron transformadas con el plasmido YEplac181-LAC4
que presenta un fragmento de S kb que contiene la sefial de secrecién que
corresponde a la pre-secuencia (16 aminodcidos) de fa subunidad o de la
toxina killer de K. lactis y el gen LAC4 que codifica la B-galactosidasa de
K. lactis flanqueado por el promotor constitutivo y el terminador de la
fosfoglicerato quinasa (PGK) de S. cerevisiae. Este fragmento fue insertado

en el sitio de clonaje multiple del YEplac181 (Figura 4.1).

4. 1. 1. Liberacién de proteinas por choque térmico.

Se determind, en las dos cepas transformadas, la liberacion de B-
galactosidasa después de la expresion del fenotipo litico inducido por un
aumento en la temperatura de los cultivos de 25 a 37°C (Figura 4.2).
Ambas cepas trahsfonnadas crecieron de una manera estable a 25°C y la
actividad B-galactosidasa extracelular se detectd entre unos porcentajes del

2,7% al inicio del cultivo y el 0,37% al finalizar el cultivo.
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La determinacién de la estabilidad plasmidica de las dos cepas
transformadas creciendo en YPD (este medio no sellectivo permitié un
répido crecimiento y por lo tanto una produccidn superior de B-
galactosidasa y una expresion mas fuerte del fenotipo litico) dio como
resultado al final de los cultivos, una estabilidad cercana al 70% para la
cepa  LHDP1/YEplac181-LAC4 y proxima al 80% para la cepa
LD1/YEplac181-LACA.

Figura 4. 1: Plismido YEplac181-LAC4. SS=sefial de secrecion.
PGK=Fosfoglicerato quinasa. p=Promotor. T=Terminador. LAC4=gen de
la B-galactosidasa de K lectis. 2 pm=origen de replicacién en 5.
cerevisige. LEU2=marcador auxotrfico. Amp r=gen que confiere
resistencia a la ampicilina. ori=origen de replicacion bacteriano.

Se observé una acumulacién intracelular de B-galactosidasa asociada
al crecimiento, como cabia esperar de una proteina expresada bajo un
promotor constitutivo. Los niveles intracelulares de actividad enzimatica
fueron 3,5 veces superiores en la cepa LHDP1/YEplacl81-LAC4 que en la
cepa LD1/YEplac181-LLAC4. Esto se puede atribuir a una reduccion de la

degradacion de la B-galactosidasa debido a las mutaciones pep4 y prb! mas
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que a un incremento en la sintesis de B-galactosidasa (la estabilidad del

plasmido fue ligeramente superior en la cepa LD1).
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Figura 4. 2: Produccion de [3-galactosidasa intracelular y liberacion después de un incremento
de temperatura de 25°C a 37°C (simbolos en negro y linea continua) por las cepas de §.
cerevisiae LD1/YEplac181-LAC4 (A) y LHDP1/YEplac181-LAC4 (B). El momento en que se
realizo el cambio de temperatura estd indicado por una flecha. Se mantuvo un cuitivo control a
25°C {simbolos en blanco y linea discontinua}. Cuadrados: medida del crecimiento a 600 nm de
absorbancia. Tridngulo: Actividad [B-galactosidasa intracelular. Circulo: Actividad [-
galactosidasa en el medio de cultivo, estos valores de actividad estan multiplicados por cinco.
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Cuando los cultivos alcanzaron un valor de absorbancia a 600 nm de
2 en el caso de la cepa LHDP! y de 4 en la cepa LD, se aumenté la
temperatura a 37°C para conseguir la expresion del fenotipo mutante
(Figura 4.2). Como se describe en Fuente et al. (1993), a las 8 horas
después del cambio de temperatura, los valores de absorbancia continuan
incrementando a pesar de que la viabilidad celular disminuye un 20% de
sus valores iniciales. Es probable que una fraccion de-la poblacion celular
siga creciendo mientras que otra esté presumiblemente lisando, debido a
una respuesta diferente atribuible al estado fisiologico heterogéneo de las
células en el momento del cambio de temperatura. Esta expresion no
sincronizada del fenotipo mutante trae consigo una poblacién de células
parcialmente lisadas.

Hasta las 6 horas después del cambio de temperatura, los niveles de
actividad enzimatica extracelular se incrementaron ligeramente (cerca de
cuatro veces si se comparan con un cultivo control a 25°C) pero aun tras el
aumento, la actividad extracelular representd menos del 10% de los valores
intracelulares, observandose un posterior decrecimiento en los valores de
actividad extracelular hasta alcanzar de nuevo los valores iniciales. Esto se
puede atribuir, al menos en parte, a la liberacién de proteasas vacuolares y
a la consiguiente degradacioén proteolitica (Fuente et al., 1993, Alvarez et
al., 1994), ya que este efecto fue mas pronunciado en el caso de la cepa
LD1/YEplacl181-LAC4.

Los bajos valores de [-galactosidasa liberada después de la lisis
inducida por el cambio de temperatura pueden ser también atribuibles a la
desnaturalizacion enzimatica debido a la temperatura y al pH del medio. La
vida media de la B-galactosidasa purificada de K. lactis a 40°C se estimé
que estaba comprendida entre 1,6 minutos en agua destilada y 146 minutos

en tampén fosfato-K', pH 7,3 (Cavaille y Combes, 1995). También, como
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se ha comentado anteriormente, valores de pH por debajo de 6,5 o por
encima de 7,5 causan un descenso en la actividad de la B-galactosidasa de
K. lactis (Siso y Doval, 1994). Por tanto, durante varias horas a 37°C y a un
pH inadecuado puede destruirse una parte considerable de la actividad
enzimatica. Para comprobar si el pH de los cultivos tuvo alguna influencia
en la baja actividad B-galactosidasa en el medio de cultivo después de que
la temperatura se aumentd a 37°C, se realizé un nuevo cultivo de la cepa
deficiente en proteasas LHDP1/YEplacl181-LAC4 en un fermentador con
un volumen de trabajo de 2 litros, a 25°C y manteniendo el pH a 7,0.
Cuando se alcanzé una absorbancia a 600 nm de 4,5 se cambid la
temperatura a 37°C. Los valores de actividad p-galactosidasa en el medio
de cultivo después del cambio de temperatura, de nuevo, no sobrepasaron
el 10% de los valores intracelulares. Sin embargo a pH 7,0 €l descenso en
actividad B-galactosidasa después del pico conseguido en el medio a 37°C

fue menos brusco (Figura 4.3).

Absorbancia (600 nm)
p -galactosidasa (U.E./ml)

9 25 50 75 100 125

Tiempo (horas)
Figura 4. 3: Produccion de [-galactosidasa intracelular y liberacion después de un
incremento de temperatura de 25°C a 37°C (indicado por una flecha y una linea vertical
discontinua) por la cepa de S cerevisiae LHDP1/YEplacl81-LAC4 en un cultivo en
fermentador en el cual el pH se mantuvo a 7,0. Los simbolos son iguales que en la figura
4.2. Los datos de actividad P-galactosidasa extracelular estan ﬁ'lultiplicados por 5.
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4, 1. 2. Liberacion de proteinas por chogque osmdtico.

El fenotipo litico sensible a la temperatura determinado por /yf2-1
puede ser complementado mediante estabilizacién osmética con sorbitol
(Alvarez et al., 1995). Para examinar la posibilidad de alcanzar una
liberacion proteica mediante un tratamiento tan simple como un choque
osmotico, se incubaron las dos cepas transformadas en YPD a 37°C pero
protegidas- con sorbitol 1 M. Cuando se alcanzd una absorbancia a 600 nm
de 26 a 29, las células se precipitaron por centrifugacion y se
resuspendieron en un volumen igual de Tris-HCI 10 mM, pH 7.5,
determindndose la actividad B-galactosidasa antes y después del choque

osmoético (Figura 4.4).
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Figura 4. 4: Liberacidén de (3-galactosidasa intracelular por las cepas de §. cerevisine
LD1/YEplact81-LAC4 v LHDP1/YEplac181-LAC4 después de un choque osmatico.
La actividad -galactosidasa se determind: (a) en céluias creciendo a 37°C en presencia
de sorbitol ! M, (b) en el medio de cultivo protegide osmoéticamente, {c) en células
después del choque osmético, (d) en el sobrenadante después del choque osmético, (e}
porcentaje de [B-galactosidasa liberada. Los valores representan la media de 7 (LDD) y
10 (LHDP1) cultivos diferentes. Las comparaciones estan basadas en el rest t de Student
a un nivel de significacion del 95%.
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En el medio de cultivo antes del choque osmotico se detectaron
porcentajes del 0,37% de actividad p-galactosidasa. De nuevo, los niveles
intracelulares de actividad enzimdtica fueron superiores en el caso de la
cepa LHDP1/YEplac181-LAC4 que en el caso de la cepa LD1/YEplac181i-
LAC4. Después del choque osmético, se determind un 63% de actividad {3-
galactosidasa liberada en el medio hipoténico para el caso de la cepa
LHDP1/YEplac181-LAC4, y un 83% para la cepa LD1/YEplacl81-LAC4.
Las determinaciones de actividad enzimatica estuvieron en consonancia
con las medidas de concentracion proteica en el medio de cultivo.

Estos resultados sugieren que el choque osmdtico aplicado a las
cepas de S. cerevisiae LHDP1 y LDI se puede usar para la liberacion de
proteinas intracelulares heterdlogas de elevado peso molecular con buenos
rendimientos. Aunque la cepa deficiente en proteasas, LHDPI, presentd
una proporcion de proteina liberada un 20% menor que la cepa LDI,
demostrd ser mas eficiente que esta Gltima, porque mantuvo unos niveles
intracelulares de proteina heterdloga unas 3,5 veces superiores, siendo, por
tanto, los valores absolutos de proteina extracelular (liberada) después del
choque osmdtico cerca de 3 veces superiores.

Para la identificacién positiva de la actividad B-galactosidasa
encontrada en los sobrenadantes de lisis de las cepas de S. cerevisiae como
el producto del gen LAC4, se realizé un analisis por Western-blot (Figura
4.5). Se detectd, en geles de SDS-PAGE, una banda con la misma
movilidad electroforética que la B-galactosidasa purificada de K. lactis, en
extractos celulares obtenidos mediante tratamiento con ultrasonidos de las
cepas LD1/YEplac181-LAC4 y LHDPI1/YEplacl81-LAC4. No se pudo
detectar ninguna banda en el medio extracelular de las mismas cepas

creciendo a 37°C en presencia de sorbitol. Sin embargo, cuando las células
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de ambas cepas creciendo en el medio estabilizado osmoéticamente fueron
transferidas a un medio hipotonico, se confirmé la liberacién de la B-
galactosidasa de K. lactis por la aparicion de una banda en el analisis del

Western-blot.
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Figura 4. 5: Analisis por western-blot de la [-galactosidasa producida por las cepas
de S. cerevisiae LD1/YEplacl181-LAC4 y LHDP1/YEplac181-LAC4 y liberacion
por choque osmético. Medio de cultivo antes (calles 2, 4) y después (calles 3, 5) del
choque osmético. Control de la B-galactosidasa purificada de extractos crudos de K.
lactis por cromatografia de afinidad (calle 1). Se cargaron 20 pg de proteina total en
la calle 1 para la electroforesis, 45 pg en las calles 3, 5 y 85 pg en las calles 2, 4.

De estos datos se puede deducir que la utilizacion de las cepas de S.
cerevisiae LD1 y LHDPI1 para la liberacion de la B-galactosidasa de K.
lactis, después de la expresion del fenotipo litico por aumento de la
temperatura, no tiene apenas ningun efecto sin la realizacién de un choque
osmotico. Esto es plausible porque la poblacion celular lisa sélo
parcialmente de una manera asincronica después del cambio de
temperatura. Las proteinas liberadas se mantienen a 37°C durante varias
horas en el medio de cultivo, degradandose en funcién de su estabilidad
relativa. Por tanto, la induccién de la expresion del fenotipo litico
Unicamente mediante un aumento de temperatura, aunque se aplic6 con

éxito a la liberacién de proteinas heterélogas de hasta 25 kDa (Alvarez et
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al, 1994), no se puede generalizar a proteinas relativamente inestables con
pesos moleculares superiores como hemos visto en este capitulo. No
obstante, la liberacién mediante choque osmdtico constituye una manera
facil y eficiente de obtener altos rendimientos de B-galactosidasa de K
lactis en el medio extracelular sin necesidad de realizar ninguna rotura
mecdnica ni tratamiento enzimatico de las células. Cuando las levaduras se
cultivan a 37°C, incluso si estdn protegidas osméticamente por sorbitol, la
expresion del fenotipo mutante provoca la formacién de una pared celular
alterada. Por tanto, cuando se elimina la proteccién osmética, casi toda la
poblacién celular se lisa simultaneamente, liberando el contenido
intracelular. Esto facilita la recuperacién de la proteina que se puede
mantener a bajas temperaturas, a un pH adecuado y protegida de la
degradacién. Ademss, el uso de la cepa LHDP1 hace posible obtener
niveles absolutos de proteina mayores y también minimiza posteriores
reacciones proteoliticas. La utilizacion de este sistema parece
particularmente interesante para proteinas como la [-galactosidasa de K
lactis, ya que las preparaciones comerciales presentan un costo afiadido

importante debido a los procesos de extraccion y a la baja estabilidad.

4. 2. UTILIZACION DE CEPAS SUPER-SECRETORAS.

Se han usado las siguientes cepas de S. cerevisiae con un fenotipo
super-secretor: CGY1463 (MATa, wra3-52, leu2-3.112, pep4-3, sscl-1,
ssc2-1, GALY), CGY1465 (MATa. , ura3-52, leu2-3.112, sscl-1, GAL"),
CGY1468 (MATa, wra3-52, leu2-3.112, pep4-3, ssc2-1, GAL") y
CGY1585 (MATa, ura3-52, leu2-3.112, sscl-1, gal’). Estas cepas fueron
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transformadas con el plasmido YEplaci81-LAC4 (Figura 4.1). Como cepa
control se utilizé la CGY339 (MATa , ura3-52, his4-29, pepd-3, GAL")
transformada con el plasmido pSPGKI1-LAC4 (Figura 3.3) al que
previamente se le inserté el fragmento de 1,9 kb conteniendo el 2 micron
para la replicacién en S. cerevisiae. Los intentos de transformacion con este
ultimo plasmido de las 4 cepas de S. cerevisiae con el fenotipo super-
secretor resultaron infructuosos, no pudiéndose precisar con certeza la
causa de ello.

Se realizaron cuitivos en medio YPD a 30°C determinando la
actividad B-galactosidasa tanto intracelular como extracelular. Al igual que
en las cepas que lisan a temperaturas no permisivas se observd una
acumulacion de Ia actividad enzimdtica intracelular asociada al
crecimiento, presentando de 1,3 a 2 veces mayor actividad intracelular
aquellas cepas con la mutacidén pep4-3 probablemente debido a una
reduccién en la degradacion de la B-galactosidasa.

Los porcentajes de secrecion a las 48 horas pueden verse en la tabla
4.1. A partir de este periodo de tiempo, los porcentajes de secrecion
disminuyeron en todos los casos, pero manteniendo la proporcion entre las

diferentes cepas ensayadas.

Tabla 4. 1: Porcentaje de actividad enzimdtica secretada por los mutantes super-
secretores a las 48 horas de cultivo en medio YPD.

: Cepa =7 Genotipe ... % Secrecion enzimética
1] C€GY339 . . Silvestre, - - 0,45%
2. CGY1463 - Sscl-1,ssc2-17 © 1,04%
;3.]  CGY1d65 1. -Ssel-l. 0,67%
47 CGY1468 ' 8sc2-1 0,49%

Al igual que para el caso de la pro-uroquinasa humana (Melnick et
al., 1990), aunque los valores obtenidos en este trabajo son muy bajos, la

mutacion ssc/-1 parece promover mds eficientemente la secrecion que la
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mutacion ssc2-1. Ademas como describié Smith er al. (1985) el efecto de
las mutaciones sscI-1 y ssc2-1 parece ser aditivo, asi el doble mutante
(sscl-1, ssc2-1) mejora de 1,55 a 2,1 veces los porcentajes de secrecion
obtenidos por las cepas con una Unica mutacién y 2,3 veces la secrecion
obtenida por la cei:xa silvestre.

La estabilidad del plasmido a las 120 horas de cultivo resultd ser de
aproximadamente un 42% para la cepa CGY339, un 64% para la cepa
CGY1463, un 72% para la cepa CGY1465 y un 41% para la cepa
CGY1468.

Aunque los mutantes super-secretores parecen promover ligeramente
la secrecion de la B-galactosidasa no se alcanzaron los valores descritos
para otras proteinas por otros autores (Tabla 4.2). Varias razones podrian
explicar estos porcentajes bajos de secrecion, la B-galactosidasa de K. lactis
es una proteina muy grande, unos 124 kDa cada subunidad (apartado
1.2.3), comparada con el resto de las proteinas secretadas que, ademas,
originariamente son extracelulares y no intracelulares como la B-
galactosidasa. Por otra parte, en nuestro caso se utilizé un plasmido
episomal y esta descrito que la integracion en un cromosoma mejora la

eficiencia de la secrecién (Smith et al., 1985).

Tabla 4, 2: Porcentajes de secrecion de diferentes proteinas conseguidos por mutantes super-
secretores de S. cerevisiac.

; Proteina Origen’ %
b T Secrecién
‘Pro-uroquinasa . +* | Humano (E) 66
“Hormona crecimiento’ Bovino (E) 10
 Proquimosina - ; ... [ Bovino (E) 80

*
(E) Proteina extracelular.
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4. 2. 1. Secrecion en la cepa CGY1585.

La cepa CCY1585 creciendo en YPD a 30°C, se comenta aparte ya
que mostré porcentajes superiores de secrecion asociada al crecimiento,
alcanzando valores de actividad enzimatica en el medio de cultivo con
respecto a la actividad intracelular del 10% al llegar a la fase estacionaria.
Estos porcentajes de secrecion se mantuvieron durante méas de 100 horas
(Figura 4.6).
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Figura 4. 6: Cepa de S cerevisise mutante para el gen ssci-7
CGY1585/YEplac181-LAC4 creciendo en medic YPD. El crecimiento se
determiné midiendo la absorbancia a ‘600 nm (cuadrado). La actividad B-
galactosidasa se midié tanto intracelularmente (citculo blanco) como
extracelularmente (circulo negro). Los valores de la actividad enzimatica
extracelular estin multiplicados por cinco.

La determinacion de la estabilidad plasmidica dio como resultado, al

cabo de 227 horas de cultivo, un valor del 75%.
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Mediante western-blot (Figura 4.7) se analizé el medio de cultivo
recogido a diferentes intervalos de tiempo (y concentrado hasta 20 veces)

de la cepa CGY1585/YEplac181-LAC4 creciendo en YPD. Se revel6 una

banda que se corresponde con la B-galactosidasa de K. lactis.

M.W (kDa)71h 179h

Figura 4. 7: Andlisis mediante western-blot del medio de cultivo
de la cepa CGY1585/YEplac181-LAC4 creciendo en YPD a las 71
y 179 horas. Se cargo en las dos calles 20 pg de proteina total.

El peso molecular de la [P-galactosidasa estimado a partir del
western-blot fue de aproximadamente 122 kDa; de nuevo, la proteina no
parece verse afectada por la glicosilacion. Esta descrito que a las proteinas
secretadas por mutantes ssc/ les faltan las modificaciones de los
oligosacéridos unidos a ellas que se producen durante el paso a través del
aparato de Golgi (Rudolph et al., 1989). No es de extrafiar, por tanto, que
ademés de lo comentado para la cepa BJ3505/YEpFLAGI1-BC (apartado
3.2.2), en este caso la proteina no se encuentre glicosilada.

La inexistencia de fenomenos apreciables de lisis celular se
comprobd mediante observacion al microscopio dptico a diferentes horas

del cultivo.
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El comportamiento diferente de la cepa CGY1585 con respecto al
resto de las cepas super-secretoras parece venir dado por el fenotipo Gal” ya
que la cepa de igual fenotipo pero Gal” (CGY1465) no alcanzo en ningln
caso los porcentajes de secrecion conseguidos por la primera. El fenotipo
Gal’ podria estar implicado de alguna manera, ain no lo suficientemente
aclarada, en facilitar la secrecion de la P-galactosidasa de K. lactis.

El gen SSC/ es idéntico al PMRI, que codifica para una ATPasa
dependiente de calcio (Rudolph et al., 1989) y, como se ha comentado
anteriormente, los mutantes ssc/ presentan alteraciones en el patrén de
glicosilacion proteico. Recientemente se han aislado mutantes de K. lactis
con un patrén alterado en la glicosilacion proteica que afecta a la
morfogénesis de la pared celular (Uccelletti et al., 1999). Por tanto, la
mutacion ssc/ unida a un fenotipo Gal podria tener efectos aditivos e
incrementar los porcentajes de secrecion en medios sin galactosa (ya que en
medios con galactosa, como se expondrda en el capitulo siguiente,
disminuyen los porcentajes de secrecion), por estar afectando de alguna
manera en los procesos de glicosilacion de proteinas y estos a su vez en la

formacion de la pared celular.
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5. CONSTRUCCION DE CEPAS DE Saccharomyces
cerevisiaze QUE UTILIZAN LACTOSA.

Un objetivo de especial interés en Biotecnologia es el desarrollo de
microorganismos capaces de convertir el suero de leche en productos utiles.
Como se ha comentado en la introduccion, la levadura conocida de mayor
capacidad fermentadora, Sacéharomyces cerevisiae, caréce de lactosa
permeasa y de [-galactosidasa intracelular con lo cual es incapaz de
fermentar directamente la lactosa a etanol. Las células de S. cerevisiae
pueden crecer sobre la mezcla de glucosa y galactosa obtenida despues de
una hidrolisis quimica o enzimatica de la lactosa, pero manifiestan un
crecimiento dialixico y una baja produccion de etanol (Porro et al., 1992 b).

Con la ayuda de las técnicas de ADN recombinante se han podido
construir, mediante diferentes estrategias, cepas de S. cerevisiae capaces de
metabolizar la lactosa. Sreekrishna y Dickson (1985) consiguieron cepas de
S. cerevisiae capaces de crecer en lactosa al transformar dicha levadura con
un plasmido integrativo que contenia los genes LAC4 ([-galactosidasa) y
LACI2 (lactosa permeasa) de Kiuyveromyces lactis. Obtuvieron un
transformante con varias copias en tandem de los genes en una localizacion
inespecifica del genoma, pero este transformante presentd un crecimiento
lento y un fenotipo inestable.

Otra aproximacién consistié en el uso de una cepa de S. cerevisiae
transformada con un plasmido que contenia el gen de la B-galactosidasa de
Escherichia coli (lacZ) fusionado a la secuencia sefial de secrecion del gen
de la glucoamilasa II (Vanoni et al., 1989; Porro et al., 1992 a). A pesar de

conseguir un porcentaje de secrecion de la enzima de hasta un 70% en el
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espacio periplasmico, lo que permitia la hidrélisis de la lactosa extracelular
y su utilizacién por las células, la velocidad de crecimiento fue muy lenta.

Un tercer intento se basé en usar el gen /acZ clonado bajo el control
de un promotor de §. cerevisiae inducible por galactosa (Porro ez al., 1992
b). Las cepas superproductoras de la P-galactosidasa intracelular fueron
capaces de crecer en lactosa debido a un cierto grado de lisis celular que
liber6 suficiente enzima para producir la hidr()l.isis extracelular del azucar.
La lisis celular fue provocada por la sobreexpresion del activador
transcripcional de levaduras (GAL4).

Un cuarto acercamiento consistio en el uso del gen de la B-
galactosidasa extracelular de Aspergillus niger expresado en §. cerevisiae
bajo el contro! del promotor constitutivo de la alcohol deshidrogenasa
(ADHI) (Kumar et al., 1992; Ramakrishnan y Hartley, 1993). La levadura
transformada secretd un 40% al medio de cultivo y creci6 en permeado de
lactosuero.

En una aproximacién mas reciente (Rubio-Texeira et al., 1998) se
obtuvo una cepa diploide de S. cerevisiae capaz de metabolizar la lactosa
por construccion, primero, de cepas haploides con multiples integraciones
en la region codificadora del ribosémico (locus RDNI) de los genes LAC4
y LACI12 bajo el control de un promotor inducible por galactosa. Las cepas
resultantes se cruzaron con una cepa silvestre, seleccionando dos cepas
cruzadas de mating opuesto y fusionandolas para obtener un diploide de
crecimiento rapido y Lac”.

Con todos estos antecedentes bibliograficos y dado el indudable
interés del tema, se decidié comprobar si los diferentes transformantes de S.

cerevisiae obtenidos a lo largo de este trabajo, que contenian la B-
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galactosidasa de K lactis fusionada a diferentes secuencias sefial de

secrecion, eran capaces de crecer en medios con lactosa.

5. 1. Cultivos de 8. cerevisiae recombinantes en lactosa.

Para realizar los cultivos se emplearon las 4 cepas de S. cerevisiae
con el fenotipo super-secretor (apartado 4.2), las 2 cepas que lisan a
temperaturas no permisivas (apartado 4.1) y la cepa PEP4-1a (MATx, leu2,
ura3, pep4-3) transformadas con el plasmido YEplacl81-LAC4 (Figura
4.1), ademas de la cepa CGY339 transformada con el plasmido pSPGK1-
LAC4-2um (apartado 4.2) y la cepa BI3505 transformada con el
YEpFLAGI1-BC (apartado 3.2).

Primeramente, se realizaron cultivos en un medio CM sin el
correspondiente aminoécido (leucina, uracilo o triptéfano segun el caso)
empleado como marcador auxotréfico. Cuando alcanzaron la fase de
crecimiento estacionaria se utilizaron para inocular matraces Erlenmeyer de
250 ml de capacidad conteniendo 100 ml de YPL a dos concentraciones
diferentes de lactosa, al 4%, concentracion similar a la que se encuentra en
el suero de leche, y al 6%. Todos los cultivos ensayados se realizaron a
30°C, con una agitacién orbital de 250 r.p.m y partiendo de una
absorbancia a 600 nm inicial de 0,05. Se determinaron los valores de
absorbancia a 600 nm, actividad B-galactosidasa extracelular e intracelular,
consumo de lactosa y produccién de etanol a diferentes intervalos de
tiempo.

Todas las cepas ensayadas fueron capaces de crecer en lactosa,
aunque presentaron diferencias en su comportamiento en funcidén de su

genotipo y del plasmido con el que fueron transformadas (Figura 5. 1).
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Figura 5. 1: Porcentaje de consumo de lactosa por las diferences cepas de S. cerevisiae
empleadas. (1) BJ3505, (2) LHDP1, (3) LDI, (4) CGY1463, (5) CGY1465, (6)
CGY1585, (7) CGY1468, (8) CGY339, (9) PEP4-1a. En azul se muestran los cultivos
con lactosa al 6% y en rojo los cultivos al 4% de lactosa. En todos los casos la medida se
realizé a las 168 horas de cultivo, salvo para las cepas BJ3505 y LHDPI, en lactosa al
4%, que se hizo a las 143 horas.

5. 2. Cepa de 8. cerevisiae BJ3505.

De todas las cepas utilizadas, la cepa BJ3505 fue la que presenté uno
de los mayores consumos de lactosa al finalizar el tiempo de cultivo
ensayado, consumiendo 29,3 g a las 143 horas para los cultivos al 4% de
lactosa y 22,1 g a las 168 horas para los cultivos al 6% de lactosa (Figura
5.1). Present6 un tiempo de duplicacion de unas 6,8 horas en el primer caso
y de 8,2 horas en el segundo. Este buen comportamiento en comparacion
con las otras cepas se puede explicar porque fue también la que mostr6 una
mayor actividad B-galactosidasa tanto intracelular como extracelular.
Aunque la media de los porcentajes de secrecion para los dos cultivos a dos
niveles de lactosa oscilaron entre el 2% al inicio del cultivo, 0,3% a las 23
horas y 0,1% al final del cultivo, la actividad enzimatica en el medio de
cultivo en valores absolutos fue la mas alta conseguida, obteniéndose una

media para los dos cultivos a las 23 horas de 0,23 U.E/ml. La enzima
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liberada permitiria la hidrélisis de la lactosa extracelularmente y, por tanto,

su consumo por las células (Figura 5.2).
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Figura 5. 2: Crecimiento y produccién de B-galactosidasa intracelular por la cepa
de §. cerevisiae BJ3505/YEpFLAG1-BC en YPL (4%) (A) y en YPL (6%) (B).

La actividad B-galactosidasa intracelular conseguida fue de 20 a 30
veces inferior en medio YPL (4%) y de 10 a 15 veces menor en medio YPL
(6%) que en el medic YPHSM (apartado 3.2.2). El promotor ADH2, es un

promotor reprimido por glucosa, la hidrélisis de la lactosa producida por la
B-galactosidasa extracelular libera glucosa y galactosa. Asi, la glucosa

presente en el medio reprimiria el promotor ADH2, bajando, por tanto, los
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niveles de pP-galactosidasa producidos, como se puede observar que
empieza a suceder en los dos cultivos al cabo de las 48-56 horas de cultivo

(Figura 5.2).

5. 3. Cepas de S. cerevisize que lisan a temperaturas no
permisivas.

Con respecto a las cepas que lisan a temperaturas no permisivas,
aunque como se ha comentado en el capitulo precedente (apartado 4.1.1) €l
porcentaje de secrecion no fue importante (el medio con lactosa no mejoro
el resultado), fue suficiente para permitir el crecimiento en lactosa (Figuras
5.3y 5.4). Por otra parte, no se puede descartar la existencia de cierto grado
de lisis celular, pues si bien los cultivos no se realizaron a 37°C, fueron
hechos a 30°C y no a 25°C como seria recomendable para evitar con mayor
seguridad la lisis de una parte de estas levaduras.

La cepa LHDP! consumid la lactosa mas eficientemente (50,23%)
que la LD1 (24,4%) para los cultivos al 4% de lactosa, siendo el consumo
para los cultivos al 6% de lactosa, el 28,96% y el 12,34% respectivamente

(Figura 5.1). Como hemos visto, el genotipo deficiente en proteasas de la

cepa LHDP1 permite valores superiores de actividad enzimatica con
respecto a la cepa LD1 (apartado 4.1.1), en un medio con lactosa se
aumenté esta diferencia, obteniendo, a la misma absorbancia
(aproximadamente 1,8), 9 veces mas de actividad en el caso de los cultivos
en YPL (4%) y cerca de 83 veces mas para los cultivos en YPL (6%).
Ademas también presento, en valores absolutos, una mayor actividad -
galactosidasa en el medio de cultivo, una media para los dos cultivos a los
dos niveles de lactosa de 0,13 U.E/ml a las 78 horas frente a 0,04 U.E/m!
conseguido por la cepa LD1, lo que permitiria un porcentaje de hidrolisis

de la lactosa mayor y por tanto un mejor crecimiento.
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Figura 5. 3: Cultivo y produccién de B-galactosidasa intracelular de la cepa de

S. cerevisiae LHDP1/YEplac181-LAC4 creciendo en medio YPL (4%) (A) y en
medio YPL (6%) (B).

Contrariamente a lo que ocurrié con la cepa BJ3505, que en
medios con 6% de lactosa aumentd en casi 2 veces la actividad B-
galactosidasa intracelular, en este caso para las dos cepas ensayadas,
en medios con concentraciones mayores de lactosa disminuy6 casi la

mitad de la actividad enzimatica intracelular,
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Figura 5. 4: Cultivo y produccién de B-galactosidasa intracelular de la cepa de S. cerevisiae
1.D1/YEplacl81-LAC4 creciendo en medio YPL (4%) (A) y en medio YPL (6%) (B).

5. 4. Cepas super-secretoras de S. cerevisiae.

A diferencia de los resultados obtenidos en el capitulo precedente
(apartado 4.2) por la cepa CGY1585 que mostré los mejores porcentajes de
secrecion en medio YPD, el comportamiento de dicha cepa en medio YPL,
para las dos concentraciones de lactosa, fue diferente (Figuras 5.5 y 5.6).
Como se ha comentado, la presencia de galactosa, que proviene de la
hidrélisis de la lactosa, en el medio de cultivo podria ser suficiente para

restaurar el fenotipo Gal” y por tanto, de alguna manera no bien conocida,

afectaria a los porcentajes de secrecion de la B-galactosidasa de K. lactis,
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haciendo que disminuyesen. Con respecto a la cepa CGY1463 que presenta
las mutaciones sscl-1 y ssc2-1, consiguié un mayor consumo de lactosa,
alcanzando un valor del 35% para el medio YPL (4%) y del 32,6% para el
YPL (6%) y porcentajes de secrecion mas elevados, obteniendo al inicio
del cultivo una media del 43% para ambas concentraciones de lactosa, a las
48 horas un 12,5% y disminuyendo hasta el 0,84% al final del cultivo.

El comportamiento de las cepas con mutaciones sscl-1 fue mejor, de -
nuevo, que el mostrado por la cepa CGY1468 con mutacién ssc2-1. En este
caso la media de los porcentajes de secrecién para las dos cepas con
mutaciones sscl-1 (CGY1465 y CGY1585) y para las dos concentraciones
de lactosa, oscilaron entre el 23% inicialmente, 2% a las 48 horas y el
0,82% al termino del cultivo.

La cepa CGY1468 con mutacién ssc2-/ presentd una media en los
porcentajes de secrecion para los dos cultivos a las dos concentraciones de
lactosa del 6,25% al inicio, 0,33% a las 48 horas y del 0,41% al finalizar el
cultivo.

El medio de cultivo parece ejercer una gran influencia sobre los
valores de secrecion alcanzados, pues en medios con YPD se consiguieron
porcentajes menores de secrecion que los que se alcanzaron en cultivos en
YPL (salvo para el caso de la cepa CGY 1585 como se ha comentado). Sin
embargo, aunque los porcentajes de secrecion fueron mayores, la actividad
B-galactosidasa intracelular descendié una media de 3,4 veces con respecto
a la alcanzada por los mutantes super-secretores creciendo en YPD. Esto
explicaria que, aunque el porcentaje de secrecion fue mayor, los niveles
absolutos de actividad alcanzados en el medio de cultivo fueron mas
pequefios pues el valor de actividad intracelular fue también bajo. Estos
niveles bajos, en valores absolutos, de actividad extracelular traerian

consigo un consumo menor de lactosa del esperado. °
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Figura 5. 5: Cultivo de las cepas super-secretoras de S cerevisige transformadas con el
plasmido Yeplac181-LAC4 en YPL (4%). (A) Valores de absorbancia a 600 nm, (B)

Produccion de B-galactosidasa intracelular, (C) Consumo de lactosa.
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Figura 5. 6: Cultivo de las cepas super-secretoras de S. cerevisice transformadas con el
plasmido YeplacI81-LAC4 en YPL (6%). (A) Valores de absorbancia a 600 nm, (B)
Produccion de 3-galactosidasa intracetular, (C) Consumo de lactosa.

207



Secrecion de la f-galactosidasa de Kluyveromyces lactis

5.5. Cepas de S. cerevisiae CGY339 y PEP4-1a.

Las cepas CGY339 y PEP4-1a mostraron un consumo de lactosa
similar al finalizar el cultivo siendo del 10,04% para la cepa CGY339
creciendo en YPL (4%) y el 7% para la cepa PEP4-1a. En cultivos con
lactosa al 6% fue del 10,4% para la primera y del 11,3% para la segunda
(Figuras 5.7 y 5.8).

La cepa PEP4-la, para las dos concentraciones de lactosa (Figura
5.7), parece presentar cierto crecimiento diduxico, a las 95 horas hay una

caida de la absorbancia incrementandose posteriormente.
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Figura 5. 7: Cultivo y preduccion de P-galactosidasa intracelular de la cepa de
S. cerevisiae PEP4-1a/YEplac181-LAC4 en YPL (4%) (A) y YPL {6%) (B).

208



Resultados y Discusicn

50 3 rd
. A ( =
E £
40 = =
= = [3 5
E} 28 | 3
= 301 = o
@ ] =]
2 £ 2 &
2 g7 ¢
= 201 5 H
4 12 B
. < 1 2
0 (w} ®
0 T T T T T T 0 7"0
0 25 50 75 100 125 150 175
Tiempo (horas)
70: N B ré 6
. . 0 °
60 1 > L5 -g
<50 1 g &
C; 43 4 §.
3 40 1 Z. g
= & -3 o
2307 2 | 8
< 25 2 &
2 2| 3
10 't
0 T T T T T T 0 -0
0 25 50 75 100 125 150 175

Tiempo (horas)

Figura 3. 8: Cultivo y produccién de B-galactosidasa intracetular de la cepa
de 8. cerevisiae CGY339/pSPGK1-LAC4 en YPL (4%) (A) y YPL (6%) (B).

5. 6. Produccion de etanol.

En todos los cultivos se determiné la produccién de etanol,
observandose la presencia en el medio de cultivo de tan sélo una pequefia
cantidad de etanol durante la fase de crecimiento, el cual era parcialmente
consumido en fases posteriores en algunos cultivos. En general en casi
todas las cepas utilizadas, en medios con concentraciones de lactosa

mayores, y por tanto con una limitacién de oxigeno mayor, se increment6
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ligeramente la produccién de etanol. La cepa LD1 presentd valores de
etanol mayores que los conseguidos por el resto de las cepas empleadas

(Figura 5.9y 5.10).
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Figura 5. 9: Produccion de etanol de las distintas Saccharomyces transformadas
utilizadas en este trabajo. Datos correspondientes a los cultivos en YPL (4%) (A) y en
YPL (6%) (B).
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Figura 5. 10: Produccién de etanol de las cepas super-secretoras. Datos
correspondientes a los cultivos en YPL (4%) (A) y en YPL (6%) (B).

Los bajos rendimientos de etanol conseguidos estdn en consonancia
con los datos previos de la bibliografia. Porro et al., (1992 b} obtuvo
resultados similares de produccion de etanol por cepas de S. cerevisiae

transformadas con la P-galactosidasa de E. coli bajo el control de un
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promotor inducible por galactosa, cuando usaba medios ricos, equivalentes
al YPL, mientras que el crecimiento en un medio minimo (YNB-Lactosa)
aument6 la produccion de etanol en la fase estacionaria de crecimiento.
También, Rubio-Texeira ef al., (1998) con su cepa diploide de S. cerevisiae
capaz de metabolizar la lactosa, en medios con este disacarido obtuvieron
bajas producciones de etanol. Quedaria por comprobar si en medios
minimos las cepas utilizadas en este trabajo mejoran la produccion de

etanol.

Como hemos visto a lo largo de este capitulo todas las cepas de S.
cerevisiae utilizadas fueron capaces de crecer en lactosa. Aunque no se
puede desestimar la existencia de cierto crecimiento a partir de los
componentes del extracto de levadura, sobre todo iniciaimente, en todos los
casos, incluso en el peor de ellos, hubo consumo de lactosa (del 6,93% al
63%), que corresponden a 29,3 g y 3,3 g de este disacarido. Las cepas
pudieron crecer incluso a concentraciones altas de lactosa, del orden del
6%, lo que no parece que produjese efectos inhibitorios evidentes sobre el
crecimiento o el consumo de lactosa. Incluso, en las cepas super-secretoras,
la CGY339 y la PEP4-1a, aumento ligeramente la lactosa consumida al
aumentar la concentracion.

Aunque el porcentaje de secrecion de B-galactosidasa conseguido por
todas las cepas en el medio de cultivo no fue excesivamente alto, permitié
la utilizacion de la lactosa. En la figura 5.11, se puede observar que el
consumo de lactosa esta en relacion directa con los niveles absolutos de
actividad PB-galactosidasa existentes en el medio de cultivo a lo largo del
mismo, aquellas cepas que mostraron mayores niveles de actividad

enzimatica fueron las que consumieron mas lactosa (se repiticron los datos
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de la figura 5.1 para permitir una comparacion mas facil). A pesar de esto,
no se puede descartar, que un porcentaje de la enzima quede retenida en el
espacio periplasmico y, dado que la lactosa puede atravesar la pared
celular, que se produjese alli la hidrélisis del disacarido.

A

E: —
F 87
Figura 5. 11: Figura resumen del porcentaje de consumo de lactosa por las
diferentes cepas de S. cerevisiae empleadas (A), de la media de los valores absolutos
a lo largo del cultivo de actividad B-galactosidasa (U.E/ml) secretada (B) y del
porcentaje de etanol producido con respecto al tedrico, considerando que se pueden
producir 4 moles de etanol por mol de lactosa consumida (C). En azul se muestran

los cultivos con lactosa al 4%, mientras que en rojo se indican los cultivos con 6% de
lactosa.

CGY1463
CGY1465
CGY1585
CGY1468
CGY339
PEP4-1a
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Las cepas LDl y PEP4-la, fueron las tUnicas que presentaron
porcentajes de produccion de etanol con respecto al tedrico por encima del
50%, pero como se ha comentado anteriormente los niveles absolutos
alcanzados fueron bajos.

Un problema general a casi todas estas cepas de S. cerevisiae que
metabolizan la lactosa es su lento crecimiento. A pesar de que se han
logrado cepas con tiempos de duplicacién similares a los de K. lactis
creciendo en lactosa, 1,6 horas, (Kumar et al., 1992; Rubio-Texeira et al.,
1998), en la mayoria de los casos son mayores. Vanoni ef al. (1989), con
una estrategia parecida a la nuestra consiguieron, mediante la secrecion al
espacio peripldsmico de la P-galactosidasa de E. coli, tiempos de
duplicacidn del orden de 35 a 40 horas (Porro et al,, 1992 b). Las cepas
empleadas por nosotros consiguieron mejorar estos resultados en todos los
casos e incluso se obtuvieron tiempos de duplicacion del orden de 6,8 horas
(para el caso de la cepa BJ3505).

La aproximacién empleada permite la hidrélisis por S. cerevisiae de
la lactosa en el medio de cultivo con una asimilacion directa, en un solo
paso. Por tanto, no se requiere la hidrdlisis quimica o enzimatica previa del
disacarido ni sofisticadas técnicas para la inmovilizacion de la actividad B-
galactosidasa. Ademas, nuestras cepas transformadas parece que no
muestran el crecimiento diauxico tipico de las células de S. cerevisiae
creciendo sobre lactosa prehidrolizada (Unicamente la cepa PEP4-1a podria
presentar este comportamiento). Estas caracteristicas de las cepas
recombinantes presentan ventajas biotecnoldgicas interesantes ya que
favorecen una transformacién eficiente de la lactosa en biomasa u otros
metabolitos de interés, siendo de potencial utilidad para el

aprovechamiento del lactosuero.
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Conclusiones

1. Se ha purificado la PB-galactosidasa de K. lactis de un extracto crudo
obtenido mediante tratamiento con ultrasonidos y de una preparacién
comercial (Maxilact LX-5.000). Se encontré que la enzima estaba
compuesta de mondmeros de 124 kDa y que era activa en forma dimerica y
tetramérica, dependiendo la preponderancia de cada una de las formas de
las condiciones de ensayo. La enzima purificada resulté adecuada para ser
usada como antigeno para inducir la produccion de anticuerpos

policlonales.

La caracterizacion inmunologica mostré la existencia de reactividad
cruzada entre anticuerpos contra la B-galactosidasa de K. lactis y la B-
galactosidasa de una levadura relacionada, K. fragilis, y viceversa, pero no

con otras [3-galactosidasas de origen bacteriano, fiingico o animal.

2. El sistema propuesto para producir [J-galactosidasa, con la levadura
Kluyveromyces lactis en fermentaciones en estado solido sobre carozo de
maiz humedecido con suero de leche desproteinizado, supone una mejora
de hasta un 152% en el rendimiento de produccién de dicha enzima en
relacion con los cultivos liquidos tradicionales, permitiendo reducir el costo
de la preparacion enzimatica. El cambio de cultivos liquidos tradicionales a

s6lidos parece no promover la secrecion de la B-galactosidasa por K. lactis.

3. Se ha construido el plasmido pSPGK1-LAC4 que presenta el gen que
codifica la B-galactosidasa de K. lactis unido a la sefial de secrecién de la
toxina killer de la misma levadura. Este plasmido se ha utilizado para
evaluar la secrecion de la (-galactosidasa en cepas de K. lactis deficientes

en la produccion de dicha enzima, observandose que si bien la levadura era
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capaz de producir B-galactosidasa, ésta era mayoritariamente intracelular.
Los mayores porcentajes de secrecion (en torno al 50%) se obtuvieron al
inicio de la fase de crecimiento exponencial de los cultivos, cuando la
_actividad B-galactosidasa total es todavia baja, disminuyendo hasta un 10%

en fases posteriores del cultivo.

La eliminacién de los 10 primeros aminoécidos del extremo N-terminal de
la proteina aunque no afectd a la actividad enzimaética, no supuso un
incremento en el porcentaje de secrecion heterdloga en cepas de
Saccharomyces cerevisiae, al igual que la adiciéon de un aminodcido

estabilizante a dicho extremo tampoco incrementa la secrecion en K. lactis.

La region C-terminal de la PB-galactosidasa de Aspergillus ‘niger; parece
complementar una delecidn de la mitad C-terminal de la B-galactosidasa de
K. lactis, e incrementa ligeramente los porcentajes de secrecion, aunque la

actividad de la proteina hibrida es muy baja.

4. El uso de cepas mutantes de S. cerevisiae deficientes en la integridad
celular constituye una manera eficiente de obtener altos rendimientos de la
B-galactosidasa de K. lactis en el medio de cultivo mediante choque
osmotico, sin necesidad de rotura mecanica y/o tratamiento enzimatico de
las células. La liberacion de la enzima alcanzd porcentajes entre el 63% y el
83%. La cepa LHDP! (deficiente en proteasas) aunque presentd menor
porcentaje de secrecion fue mas eficiente que la LD1 ya que mantuvo unos
valores absolutos de proteina extracelular después del choque osmético
cerca de 3 veces superiores respecto a los valores alcanzados por la cepa

LDI.
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El empleo de cepas super-secretoras de S. cerevisiae con el fenotipo Gal’
permitié mantener los porcentajes de secrecion de la -galactosidasa de K.

lactis en torno al 10% durante mas de 100 horas.

5. Las cepas de S. cerevisiae transformadas con un plasmido que contiene
el gen de la B-galactosidasa de K. /actis fusionado a una sefial de secrecién
fueron capaces de crecer en medios con lactosa. Se evita asi la necesidad de
realizar una prehidrolisis quimica o enzimdtica del disacérido,

constituyendo una alternativa para el aprovechamiento del suero de leche.
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Yeast B—galactosidase in
solid-state fermentations
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A simple and economical system is proposed for producing B-galactosidase with the yeast Kluyveromyces lactis
in solid-state fermentations on corn grits or wheat bran moistened with deproteinized milk whey. By means of a
full-factorial design, we studied some conditions that improve this production, Results of liguid- and solid-state
cultures were compared with the latier proving to be more effzctive. We have demonstrated that changing from
liguid- te solid-state cultures does not promote 3—galactosidase secretion by Kluyveromyces lactis,

Keywords: Solid.siate fermentations; Kluyveremyces lactis; B-galactosidass; milk whey

Introduction

The enzymatic hydrolysis of lactose to glucose and galac-
tose with B-galactosidase (E.C.3.2.1.23) constitutes the ba-
sis of the most promising biotechnological processes cur-
rently being developed to exploit the sugar content of milk
whey, a by-product of cheese-making whose disposal now
constitites a considerable pollution problem.!* The indus-
trial development of such processes has hitherto been lim-
ited by the high costs associated with B—galactosidase pro-
duction; Kluyveromyces yeasts are the most important
source of this enzyme.*-3

The selection of an inexpensive and easily available sub-
strate together with a suitable producer microorganism, op-
timization of culture conditions, and effective downstream
processing are essential to reduce the cost of enzyme prepa-
ration.® Up to now, yeast B—galactosidase has mostly been
obtained through liquid-state fermentation. The improve-
ment of B—galactosidase production by Kluyveromyces lac-
tis in liguid fermentation and use in saccharifying milk
whey lactose have been the subjects of previous re-
search, 710

Solid-state fermentation (SSF) systems have generated
much interest in recent years because they offer several
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economical and practical advantages: higher product con-
centration, improved product recovery, very simple cultiva-
tion equipment, reduced wastewater output, lower capital
investment, and lower plant operation costs.%!'='3 How-
ever, we know of no reports on yeast B~galactosidase pro-
duction in solid-state cultures.

In this work, we propose a simple and economical sys-
tem and optimize some conditions for B—galactosidase pro-
duction by K. lactis in solid-state cultures on corn grits or
wheat bran moistened with deproteinized milk whey.

Materials and methods
Milk whey

Milk whey was obtained from a local dairy plant (Quegalsa, Fer-
rol, A Corufia). Prior to use, proteins were removed by centrifu-
gation (15 min at 10,000 rpm)} under sterile conditions after pre-
cipitation by autoclave treatment at 121°C for L5 min, In order to
obtain higher initial levels of lactose in the cultures, milk whey
was concentrated by lyophilization up to fivefold.

Microorganism and culture conditions

Kluyveramyces lactis NRRL-Y 1140 was used, and for solid sup-
ports, comn grits of two average diameters (0.2 and 0.8 mm; spe-
cific areas 3.18 and 0.88 m? g, respectively) and wheat bran were
chosen. The supports (1 g 100 ml™! Erlenmeyer flask) were first
autoclaved and then meistened with 3 ml of liquid phase (sterile-
distilled water or concentrated deproteinized milk whey). As in-
acula, [ mlof a liquid preculture on mitk whey (30°C, 250 rpm, 20
t) was used. When higher inocula were required, cells were con-
centrated up to tenfold by centrifugation. Cultures were incubated
at 30°C with orbital shaking at 250 rpm.

0141-0225/96/$15.00
S80I 0141-0229(95)00180-8
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Figure 1 Solid-state culture of K. Jactis on corn grits moistenad
with concentratad milk whey up to two initial lactose levels: 150
myg lactose g~ support {top) and 350 mg lactosa g=* suppart
{bottorn). Rasults reprasent the average of three (top) and four
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Samples were taken at different times and analyzed for B-ga-
lactosidase activity, total and reducing sugars, and biomass. The
support in each Erlenmeyer was washed 3 times with 2 ml distilled
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aned with concentrated mitk whey up to a level of 350 my lac-
tose g-? support. Results are the average of four different cul-
tures, Vertical rods indicats standard arrars

40 _Enzyme Microb, Technol., 1998, vol. 19, July

water in order to extract cells and dissolve remaining sugars. The

liquid phases obtained from each Erienmeyer were joined and

centrifuged to separate the yeasts. The pellet was used to determine -
intracelluiar f-galactosidase activity and biomass. [n the supema-

tant, extracellular f—galactosidase activity and total and reducing

sugars were determined.

B—galactosidase activity

To determine B-galactosidase activity, the method of Guarante'*
was used, Liberated o—nitrophenol (ONP) was measured spectro-
photometrically at 420 nm (extinction coefficient of 4,500 | -
mol~' - em~!.!%

One enzyme unit (ELN) is defined as the quantity of enzyme that
catalyzes the liberation of 1 mmol of ONP from orthonitropheny!—
@-p—galactopyranoside per min under assay conditions. EU are
expressed per g of support.

Sugars and biomass

Tota) sugars were determined by the method of Dubois et al.*S and
reducing sugars by the method of Bernfeld'? both with glucose ag
standard.
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Figure 3 Liquid-state culture of K. factis on concentrated milk
whey up to two initial lactose levels: 50 mg lactose mi' {top)
and 150 mg lactose mi-! {bottom). Substrata {3 ml) plus 1 ml of
inoculum was shaken in a 25-mi Erlenmeyar fiask at 30°C and
250 rpm. Results reprasent the average of thres (top) and four
{bottom} different culturas. Vartical rods indicate standsrd er-
rors
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Table 1 Yialds of biomass and B-galactosidase in the various cultures analyzed {mean = SE)

Culture

Y,y biomass consumed

Y.« B-galactosidase
sugars™' mg/mg™'

biomass™' EU mg™"

Liquid—150 mg lactose
Liguid—350 mg lactose

Corn grits—150 mg lactose g~
Corn grits—350 mg lactoss g~
Wheat bran--350 mg lactose g’

oo oo

0.32+£0.04 0.44 + 0.04
0141 0.01 0.81 + 0.08
0.43+£0.04 0.67 £ 0.06
0.12+0.02 1.07 £0.07
0.17 £ 0.02 0.61£0.11

Statistical comparisans by means of unpaired Student’s t-tasts (a = 0.05). Sample size: Three for data In rows a,c and four for data in

rows b, d, e.
2At the point of maximum blomass.
BAL the peint of maximum p-galactosidase.

Yeast biomass was determined by weighing after ovemight
drying at 60°C. In the case of wheat bran as support, the weight
corresponding to support compounds (that are extracted joined to
biomass and not metabolized by the yeast) was subtracted through
a control of support without cells.

Values of sugars and biomass are given in mg g~! of support.

Statistical methods

To study the combined influence of three culture varinbles on
B-galactosidase production by K. facris, a full-factorial design was
used. An optimum point was sought according to the method of the
maximum slope.'®-2% Statistical calculations were done with the
program Stargraphics 6.0 {Manugistics Inc. and Statistical Graph-
ics Corporation).

All statistical comparisons were by means of unpaired Seu-
dent's t—tests (@ = 0.05).

Results and discussion

To evaluate the capacity of com grits and wheat bran to
serve, supplement-free, as nutrients and/or substrates to pro-
mote the synthesis of B—galactosidase by K. lactis, a set of
cultures was performed by adding 3 ml of distilled water
(the previously estimated quantity that the supports could
absorb without leaving free water) and 1 ml of inoculum
derived from a culture of deproteinized milk whey to 1 g of
support (corn grits or wheat bran). In such conditions, sug-
ars available to the yeast were scarce and neither significant
growth nor P-galactosidase production was observed
throughout the assayed period of time (up to 96 h).

Cultures were made by adding deproteinized milk whey
{concentrated to obtain approximate levels of 130 and 350
mg of lactose in 3 m! of liquid phase) and 1 ml of inoculum
to 1 g of the supports: The results are shown in Figures I
and 2, When deproteinized milk whey was used as substrate
for the SSF on corn grits or wheat bran, significant growth
and P-galactosidase production levels by K. lactis were
obtained, with nearly all the available sugars being utilized
in the assayed period of time.

Although it is not usual to utilize liquid cultures with
such large inocuta, for comparative purposes, cultures were
made with the same conditions as described above but with-
out support (Figure 3},

In Table 1, estimated yields in biomass from substrate
(¥,,) and p-galactosidase from biomass (¥} are shown.

Observed ¥, values for cultures on com grits were signifi-
cantly higher than corresponding values for wheat-bran cul-
tures and liquid cultures at the same sugar level. These
results show that the solid-state process on comn grits was
more effective. Therefore, this situation was deemed more
interesting for our purposes.

In the case of corn grits, while ¥, for higher lactose
level cultures was significantly higher than for lower lactose
leve! cultures, ¥, was significantly higher for lower lactose
level cultores.

In searching for the conditions that maximize p—galac-
tosidase production by K. lactis in the solid-state cultures on
corn grits presented here, we studied the influence of three
variables (initial lactose level, amount of inoculum, and
incubation time at 30°C) and their interactions on this re-
sponse by means of a full-factorial design whose range and
ceding criteria of variables are given in Table 2. Shown in
Table 3 are the experimental matrix, the results obtained for
the response (B-galactosidase activity) and other culture
parameters, and the coefficients of the variables showing the
significant coefficients in the function of the Student’s t-test
at a 95% significance level. The adequacy of the first-order
model is proven by the estimation of the curvature (Table
3). This parameter represents the sum of the coefficients of
the three variables squared and, in the case studied here, is
negligible. The system can be represented by the following
codified equation (significance tested by Fisher F-test} in

Table 2 Experimental domain and codification of the variables
used in tha full-factorial design

Natural values

Coded values Time (h) Sugars (mg g~*) [noculum {mg g™

-1 2 160 2
] 44 300 7
+1 66 450 12

Codification: V, = (V, - V,)/AV,; Decodification V,, = ¥, + (AV, -
V.) whera V/, = coded value, V, = natural value, V, = natural valua
in the center of tha experimental domain, AV, = increment of ¥,
corrasponding to one unit of V..
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Table 3 Experimental results of the-full-fagtorial design (2?) for the study of f—galactosidase production by Kiuyveromycas lactis in
solid-state cultures and analysis of the significance and adequacy of the proposed modal. Variables according to tabla 2.

: Observed
Biomaess Sugars BG Expected  Standardized Significance
T $ | 1imgg™ (mgg" (EU-'gl BGI(EUgG™ residuals Cosfficiants t jeval (o = 0.05)
1 1 1 1 54 11 13.82 14.47 -1.40 Constant 12.55 3458  0.0000
2 1 7 1 54 13 28.12 28,32 -0,36 T -3.42 -7.7¢  0.0008
1t 1 -1 40 10 11.45 12.11 -1.4 5 4.186 9.37 0.0002
4 -1 1 -1 42 45 11.76 11.85 -0.36 | 3.13 7.04  0.0009
5 1 -1 1 34 9 5.90 8.10 -0.36 T-5 -0.23 —0.47 0.6626 N.5,
-t -1 1 28 19 13.18 13.81 -1.4 T-1 -1.96 -4.42 0.0089
7 1 -1 24 9 3.62 3.82 -0.36 5.1 1.56 3.50 0.0172
8 -1 -1 1 24 31 9.15 9.81 -1.4 T-5-1 -1.53 —-3.45 0.0182
9 0 0 D 42 1 13.50 12.55 0.75
M ¢ 0. 0 41 10 14.80 12.55 3.04°
1M 06 0 0 44 10 12.75 12.55 015
2 & 0 0 41 13 12.60 12.55 0.04
Curvature: {13.41-12.12) £ 1.26 = 1,29 = 1.26 (N.S)
MBG, = Mean BG observed valuas in experiments 1-8
MPG, = Mean BG observed values in experiments 9-12 (center of the dormain}
N.S. = not significant
MG, = 12.12
MBG, = 13.41
°1 residual beyond 3 o
Analysis of variance of the full ragression
Source Sum of squares DF Maan squares F ratio P value
Madel 379.882 ] £3.3137 40.0682 $.0005
Error 7.900 5 1.580
Total {Corr.} 387.783 1

R-squared (Ad. for d.f.) = 0.955 Stnd. error of ast. = 1.257,

which only the interaction between time and initial sugar
(lactose) leve] failed to influence the response;

BG = 1255 -342T+ 4168 +3.131~-196TI +
13651~-154TSI (1)

Some of the more representative surface responses cot-
responding to this equation are represented in Figure 4.
These surfaces are planes defined by pairs of variables hav-
ing the third variable fixed (values —1, +1). As can be seen
in Figure 4, the response increases in each situation of our
experimental domain when initial sugar levels and inoculum
are increased (positive coefficient) and when time is re-
duced (negative coefficient), The highest value of the re-
sponse is obtained in the corner § = +1,I = +1, T = =1.
Ta find an optimum positioned outside of the experimental
domain, the method of maximum slope was applied, in-
creasing the values of the variables proportionately to their
coefficients (0.5 codified units for the smaller coefficient) in
the direction of the increase of the response. An exception
was made with time. OQut of the experimental domain (re-
sults of initial cultures support this hypothesis) the response
could not be higher with increased initial sugar levels for
very short incubation times (10 h or less). Moreover, reduc-
ing the time involves leaving high levels of nonutilized
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sugars. Other limits are presented by inoculum and milk
whey concentration because a) the need to concentrate cells
from liquid culture or milk whey would negatively influ-
ence the economy of the process, thereby adding to the
fermentation cost; b) lactose crystallization would prevent a
greater concentration of milk whey from obtaining the de-
sired initial concentration of lactose in the required liquid
phase volume; and c) a larger inoculum or substrate (milk
whey)} volume would be detrimental to growth because the
free excess liquid present in unabsorbed form would give
rise to an additional diffusional barrier and lead to a de-
crease in growth and enzyme production. Inoculum amount
controls the initial lag phase with lower inoculum length-
ening the lag phase.! In fact, preliminary cultures made
with a higher liquid phase produced negative results {data
not shown). Hence, the initial theoretical conditions of 550
mg of lactose and 14.5 mg of biomass were analyzed, but
increased up to threefold the incubation time suggested by
the maximum slope method. The results obtained (Figure 5)
show maximum B-galactosidase activity under such condi-
tions at 28 h.

Secretion of microbial enzymes in solid-state cultures
that are intracellular in liquid cultures has been described.®?
This possibility was studied using unsupplemented cultures
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=1

T=4

Figure 4 Reaponse surfaces obtained in the studied solld-state
farrmentations according to the experimental plan defined in
Table 3. R = response (B-galactosidase activity}. Namaes and
values of varisbles are in Table 2

and cultures supplemented with Tween—80, because p-ga-
lactosidase secretion would facilitate the process of enzyme
preparation.

As displayed in Table 4, the secretion level does not
exceed 10% even with the higher concentration of Tween-
80 both in liquid- and solid-state cultures, therefore, we may
affirm that changing from liquid- to solid-state cultures does
not promote B-galactosidase secretion by K. lactis into the
culture medium,

The aeration of moist solid medium is one of the critical
factors governing productivity in solid-state fermenta-
tions,2*2¢ Since values obtained for Y, mainly from cul-
tures with higher levels of sugars (Table I) are typical of
fermentative metabolism, we also evaiuated the possibility
of increasing ¥, and therefore of B-galactosidase, by
changing to a more oxidative metabolism in performing
cultures with forced aeration. However in these, even when
air was prehumidified, evaporation was very high and it was
difficult to maintain the humidity adequate for yeast growth.

The effect of particle size (and therefore porosity and
specific surface area) on solid-state fermentations must also
be taken into account. Porosity greatly influences the dif-
fusion of air, nutrients, and products to and from the mi-
croorganism. A lacger particle diameter favors these factors
although the surface area for growth may be smaller. Con-
sequently, a compensation between the two factors must be
sought 5212425 However, when we tried a higher diameter
support (0.8 mm) in order to reduce biomass compaction, no
significant differences were evident in B—galactosidase pro-
duction with the 0.2 mm particles. This problem requires
further, more detailed study.

Conclusion

The data presented here indicate that inexpensive and easily
available materials such as corn grits moistened with de-
proteinized milk whey can be effectively used as substrate
for the production of B—galactosidase by K. lactis, thereby
contributing to a reduction in the production cost of this
enzyme. To our knowledge, this is the first report concern-
ing yeast B-galactosidase production in solid-state cultures
over low cost materials.
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Table 4 Percant of B-galactosidase secration in liquid- and solid-state cultures supplemented or not with different concentrations of

Twegn—80

Liquid cultute Corn grits Wheat bran
Days of culture 0% T 0.2%T 03%T 04%T 0% T 02%T 03%T 0.4%T 0% T 0.4% T
1 1 28 0.05 0.08 0.06 0.03 0.8 3 0.8 9.5
2 0.5 0.7 0.03 0.05 Q.56 0.8 5.4 5 1.2 2.5
3 19 0.06 0.24 0.04 _—

1.9 0.1 3 4.7 2.7

Initial lactose levet = 385 = 20 mg g™’
Inogulum = 6.7 £ 28 mg g™, 1= 0.3EV g™
T is Tween-80
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Abstract

The B-galactosidase from Kluyveromyces lactis is a high molecular weight protein with commercial interest. A major
drawback of its industrial production is the high cost associated with extraction and downstream processing due to its
intracellular nature. In this work, the effectiveness of the utilization of Saccharomyces cerevisiae LD1 and LHDPI1 strains,
osmotic-remedial mutants which lyse at 37°C, for the heterologous production and release into the extracellular medium of
this protein has been proved. The highest absolute values of released B-galactosidase have been obtained with the

protease-deficient strain LHDP1 by osmotic shock.

Keywords: B-Galactosidase; Yenst autolytic mutant

B-Galactosidase ( B-D-galactoside-galactohydro-
lagse, EC 3.2.1.23), the enzyme which is responsible
for lactose hydrolysis into glucose and galactose, has
important applications in the fields of medicine
(lactose intolerance), food (to prevent lactose crystal-
lization and increase sweetening power in dairy food)
and the environmental (cheese whey utilization) (for
reviews see [1,2D.

[-Galactosidases are widely distributed in nature
and microorganisms are the best sources for indus-
trial production. Microbial [-galactosidases are
obtained from bacteria, fungi and yeasts, and exhibit
different properties depending on their source. Bacte-
rial and yeast enzymes are intracellular and the

* Corresponding author. Pax: +34 81 167065; E-mail:
bmanamrt@udc.es

most outstanding in terms of technological interest
come from the yeasts Kluyveromyces lactis and
Kluyveromyces fragilis. Research on Kluyveromyces
B-galactosidase has focused mainly on purification
and characterization [3,4], preduction [5,6], immobi-
lization [7,8), use in milk and whey lactose hydrolysis
[9,10]. The use of permeabilized whole cells as cata-
lysts has beett proposed as an alternative [11,12] since
much of the added cost to commercial yeast 3-
galactosidase preparations stems from the low stabil-
ity and intracellular nature of the enzyme which
greatly hampers the extraction and purification pro-
cesses. The most generalized industrial extraction
procedures are at present based on mechanical cellu-
lar breakage, chemical or enzymatic treatment and
require harsh conditions which usually affect protein
stability or add impurities to the preparations [13).
An altemnative system for release of the intra-

03044155 /97 /817.00 Copyright © 1997 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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cellular protein consists of secretion. Genetic modifi-
cation, fusing a signal sequence 5 to the gene, has
proved to be useful in achieving the secretion of
small peptides, but it is specially problematic when
high molecular weight proteins such as B-galacto-
sidase are involved. In fact, heterologous secretion of
Escherichia coli B-galactosidase by Saccharomyces
cerevisiae, adding the secretion signals from a-factor
and glucoamylase (STA2) genes to lacZ gene, has
been assayed by several authors [14—16]. In all cases,
protein was comectly processed but remained
periplasmic as if high molecular weight prevented
B-galactosidase (a tetramer of 116 kDa /subunit [17])
from passing through the cell wall. Our previous
unpublished research aimed at promoting K. lactis
B-galactosidase secretion by fusing a signal sequence
to the LACY gene, was also unsuccessful, as the
melecular weight of the bacterial and yeast enzyme
are in the same range.

A new system to release intracellular proteins of
recent publication is based on the utilization of os-
motic-remedial yeast strains which tyse at non-per-
missive temperatures due to the expression of muta-
tions involving the formation of an altered cellular
wall. This is an interesting alternative to intracellular
protein production and facilitates downstream pro-
cessing [18,19]. These strains have proved to be
useful in the release, following a raise in temperature,
both of homotogous (alkaline phosphatase) and het-
erologous (chloramphenicol acetyl transferase) pro-
teins, including molecules as large as virus-like parti-
cles, 60 nm in size, by osmotic shock [20]. In this
paper, we describe the use of these S. cerevisiae
mutants[19], kindly provided by Dr, César Nombela,
for heterologous K. lactis (B-galactosidase produc-
tion. LDt (MATa/MATew, h2-1/tp2-1, leu2-
3112 /leu2-3.112, hisdA34 / his4A34) is a diploid
strain homozygotic for the mutant atlele [yr2-7 that
determines autolysis when cells grow at the non-per-
missive temperature 37°C [21,22] and LHDPI
(MATa, ye2-1, ade?, leu2-3.112, pepd: HIS3,
prblAL6R) is an haploid strain with reduced pro-
tease activity due to pep4 and prbl mutations [23-
25] which also presents the mutant allele lyr2-1.

LD! and LHDPI strains were transformed by the
lithium acetate procedure of Ito et al. [26] with
ptasmid YEplac118-LAC4 created by cloning a DNA
cassette previously constructed in our laberatory in

the polylinker of Yeplac118 [27]. The cassette carries
the LAC4 gene, which codes for K. lactis 8-galacto-
sidase, inserted between the promoter and the termi-
nator of phosphoglicerate-kinase (PGK) from S
cerevisiae.

E. coli DH5a strain (supE44, AlacUI69, ($80
lacZAMIS5), hsdRI7, recAl, endAl, gyrA96, thi-],
relAl) was used for plasmid construction and propa-
gation by the usual DNA recombinant techniques
according to Sambrook et al. [28].

The cultures to be used as inocula of both trans-
formed strains, LD1/YEplacl18-LAC4 and
LHDP1 /YEplac118-LAC4, were grown in 250 ml
Erlenmeyer flasks with 50 ml CM-len, a complete
medium without leucine as deseribed by Lowry et al.
[29], in an orbital shaker at 25°C and 250 rpm up to
reach the exponential phase. A suitable volume of
this preculture was used to inoculate (1% v/v) the
cultures in YPD (10 g/1 yeast extract, 5 g /1 peptone
and 20 g/1 glucose). This non-selective medium
allowed for faster growth and therefore a higher
B-galactosidase production and a stronger expression
of the lytic phenotype.

Plasmid stability during growth in YPD for the
two transformed strains was determined by taking
samples at different culture times and spreading 100
a1 of a suitable dilution on YPD-plates. After grow-
ing at 30°C, they were replica-plated on CM-Leu plus
X-gal and the ratio of viable Len* and pB-galacto-
sidase expressing cells (containing the plasmid} was
estimated. At the end of the cultures, a stability of
about 70% for the LHDP1 /YEplac181-LAC4 strain
and about 80% for the LD1 /YEplac181-LAC4 strain
was obtained.

The thermosensitive lytic phenotype determined by
lyt2-1 is compensated by osmotic stabilization with
sorbitol [20]. In order to evaluate the S-galactosidase
release caused by osmotic shock, LHDPl/
YEplac181-LAC4 and LD1/YEplac181-LAC4 were
incubated at 37°C and 250 rpm in 250 ml Erlenmeyer
flasks containing 100 mi YPD 1 M sorbitol. When an
Agp o value of 2.6-2.9 was reached, cells were
precipitated by centrifugation and resuspended in an
equal volume of 10 mM, pH 7.5, Tris-HCL Intra and
extracellular 8-galactosidase activity was measured
before and after the osmotic shock by the Guarente
method [30].

Only trace levels of B-galactosidase activity in the
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cuiture medium were detected before the osmotic
shock. Intracellular levels were 3.5-fold higher in
LHDP1/YEplacl18-LAC4 than in the LD/
YEplac118-LAC4 strain. This may be attributed to a
reduction in B-galactosidase degradation due to pepd
and: prbl: mutations rather than to an increase in
B-galactosidase synthesis {plasmid stability is slightly
higher in the LD1 strain). After the osmotic shock in
the: hypotonic medinm, a 63% and 83% release of
B-palactosidase activity was measured in
LHEPL/YEplacl 18-LAC4 and LD1/YEplacll8-
LA(4 strains, respectively (Fig. 1). Enzymatic activ-
ity.determinations were consistent with the protein
concentration measurements performed by the Brad-
ford method [31].

These results suggest that osmotic shock of LHDFP1
and LDI1 S. cerevisiae strains can be used for the
release of heterologous intracelluiar high molecular
weight proteins with good yields. Although the pro-
tease-deficient strain, LHDPI, showed a 20% lower
proportion of released protein, it proved to be more
efficient than LD1 because it maintained 3.5-fold
higher intracellular levels of the heterologous protein
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Fig. L. Release of intracellular B-galactosidase by the §. cere-
visige strains LD1/YEplac 181-LAC4 and LHDP1 /YEplac181-
LAC4 after osmotic shock. B-Galactosidase activity was deter-
mined: (a) in cefls growing at 37°C in the presence of 1 M
sorhitol, (b) in the somotically-protected culture medium, {c) in
cells after asmotic shock, (d) in supernatant after osmotic shock.
(e) percent of released B-galactosidase. EU (enzyme activity
unit} is defined as the quantity of enzyme releasing one pmol of
orthenitrophenol from  orthonitrophenyl-8-p-galactopyranoside
per min under the assay conditions. Values represent the average
of seven (LDt) and ten (LHDP1) different cultures. Comparisons
are based on Unpaired Student’s ¢ test at 95% significance level.

Fig. 2. Western blot analysis of S-galactosidase produced by the
S. cerevisiae strains LDI/YEplacl8Ll-LAC4 and
LHDP! /YEplaci81-LAC4 and released by osmotic shock. Cul-
ture medium before (lanes 2,4) and after (lanes 3,5) the osmotic
shock. Control of -galactosidase purified from X, lactis crude
extracts by affinity chromatography on sgarose-p-aminophenyl-
B-o-thiogalacteside (lane 1). Molecular weight markers (kDa)
were from Sigma. 20 ug total protein were loaded in lane | for
electrophoresis, 45 pg in lanes 3, 5 and 85 pg in lanes 2, 4,

and thus, absolute values of extracellular (released)
protein after the osmotic shock were also about 3-fold
higher.

For the positive identification of the B-galacto-
sidase activity found in §. cerevisiae lytic supeman-
tants as the product of the LAC4 gene, a western
blotting analysis was performed (Fig. 2).

To obtain antiserum for K. lactis B-galactosidase
(available commercial B-galactosidase antibodies
were prepared for the E. coli protein and did not
cross react with the K. lactis B-galactosidase);
BALB /c mice were intraperitoneally immunized with
0.2 ml of a 1:1 (v/v) mixture of Freund’s complete
adjuvant (FCA) and PBS containing 50 ug of X
lactis B-galactosidase (Maxilact LX 5000, Gist Bro-
cades, France/The Netherlands). The same dose in
125ul (but without FCA) was injected via the retrob-
ulbar venous plexus 21 days post-primary immuniza-
tion. Mice were bled 14 days post-secondary immu-
nization and the sera was separated by centrifugation
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at 2000 X g for 10 min, mixed 1:1 (v/v) with glyc-
erol and stored at —30°C until use. To avoid sec-
- ondary reactions, antisera were adsorbed 24 h at 4°C
1:1 {v/v) with a proteic extract obtained by sonical
disruption of YPD-cultured K. lactis B-galacto-
sidase-deficient cells (MW-190-9B strain, from Dr.
Wésolowski-Louvel's collection) as fotlows.

For the preparation of crude protein extracts, the
cells were harvested by centrifugation at 7000 rpm
for 5 min at 4°C and washed once with distilied
water. They were suspended in 20 mM Tris-HCI, pH
7.8, 300 mM {NH,),S0, , 10 mM MgCl,, 1 mM
EDTA, 10% glycerol buffer with 0.1 mM PMSF, 4
mM Pepstatin, 4 mM leupeptin and 2 uM pB-mer-
captoethanol and broken using a sonicator at 16 pm
for 20 min at 4°C making with 5 min intervals after
each 5 min exposure. Cell debris was removed by
centrifugation at 40000 rpm for 90 min at 4°C. The
supernatant constituted the cell-free extract.

Denaturing acrylamide gels (10% polyacrylamide
gels) containing sedium dodecyl sulfate (SDS)} were
run according to the procedure described by Laemmli
[32), using a Bio-Rad Mini Protean [T apparatus. Gels
were fixed in 12% trichloroacetic acid and protein
was stained with a modified Coomassie brilliant blue
G-250 dye-binding method.

Following electrophoresis, gels were electrotrans-
ferred onto a nitrocellulose membrane at a constant
voltage of 15 V for one h and immunostained. The
membrane was washed with TBS (50 mM Tris, 0.15
M NaCl, pH 7.4) stained with Ponceau $ to verify
transfer, then dried and blocked overnight-at 4°C with
TBS containing 0.2% Tween-20 and 5% non-fat dry
milk, and finally incubated 2 h with a 1:500 dilution
of mouse immune serum. The membrane was washed
with TBS containing 0.2% Tween-20 and incubated
with a 1:1600 dilution of peroxidase-conjugated rab-
bit anti-mouse Ig (Dakopats, Denmark). The im-
munoreactant bands were stained by adding TBS
containing 0.003% H,0,, 0.06% diaminobenzidine
tetrahydrochloride and 0.03% NiCl,. The reaction
was stopped by thorough washing with TBS.

A band, with the same electrophoretical mobility
in SDS-PAGE as the B-galactosidase purified one,
was detected in cell extracts obtained by the sonical
disruption of the LD1/YEplacil8-LAC4 or
LHDP1/YEplacl18-LAC4 strains. No band could be
detected in the osmotically stabilized extracellular

medium of the same strains growing at 37°C in the
presence of sorbitol. However, when the cells of both
strains grown in the stabilized medium were trans-
ferred to. a2 hypotonic medium, the release of the
heterologous XK. lactis $-galactosidase was confirmed
by the appearance of the band in the Western blotting
analysis (Fig. 2). .

B-Galactosidase release after the expression of lytic
phenotype induced by a temperature increase in the
cultures from 25 to 37°C was also assayed in both
transformed strains. For these experiments
LD1/YEplac118-LAC4 and LHDP1/YEplacli8-
LAC4 were grown in an orbital shaker at 25°C and
250 rpm in 1 | Erlenmeyer flasks with 300 ml YPD.
Inocula (1% v /v) came from exponential phase CM-
leu precultures. Intra and extracellular fB-galacto-
sidase activity in the cultures was measured by the
method of Guarente [30].

As represented in Fig. 3, both transformed strains
grew stably at 25°C and B-galactosidase activity in
the culture medium was detected only at trace levels
and the same held true for cultures at 37°C osmoti-
cally protected with 1 M sorbitol. Intracellular accu-
mulation of B-galactosidase was growth-associated,
as expected from a protein expressed under a consti-
tutive promoter, and enzyme activity levels were
again higher in the LHDP1/YEplac118-LAC4 than
in the LD /YEplacl 18-LAC4 strain.

When the Agpg o, Of the cultures reached a value
of about 2 (LHDP1) or 4 (LD1), the temperature was
raised to 37°C to get expression of the mutant pheno-
type. As described by Fuente et al. [18], in spite of
the fact that cellular viability drops to 20% of their
initial values in 8 h after the temperature switch, the
Aggo nm values continued increasing. It is likely that a
number of cells were still growing, and lysing, due to
a different response attributable to the heterogeneous
physiological state of the cells at the moment of the
temperature switch. Thus, this non-synchronous ex-
pression of the mutant phenotype led to only a par-
tially lysed cell population. ‘

Up to 6 h after the temperatore switch, the levels
of extracellular enzymatic activity increased slightly
(about four-fold vs. the control cultre at 25°C) but
the increase represented less than 10% of intraceliular
values. A later decrease of activity to the initial level
was observed. This could be attributed, at least in
part, to the release of vacuolar proteases and the
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Fig. 3. Intracellular B-galactosidase production and release after
temperature increased rom 25°C to 37°C (solid symbols and solid
line) by the S. cerevisiae strains LD /YEplac181-LAC4 (A) and
LHDPI /YEplac181-LAC4 (B). Time of temperature switch is
indicated by an arrow and a vertical dotted fine. A control culture
was maintained at 25°C {open symbols and broken line). Squares:
growth measured as absorbance at 600 nm. Triangles: Intracellu-
lar B-galactosidase activity. Circles: 3-galactosidase activity in
the culture mediurn,

concomitant non-specific proteolytic degradation
[18,19); this effect was more pronounced in the case
of LDI1/YEplacl18-LAC4.

Low values of released S-galactosidase after tem-
perature-induced lysis may also be attributed to en-
zyme deactivation due to the temperature and pH of
the medium. The half life of purified Klactis f-
galactosidase at 40°C has been estimated as ranging
from 1.6 min in deionized water to 146 min in
K*-phosphate-buffer, pH 7.3 {4]. It has also been

pointed out that pH values under 6.5 or above 7.5
cause a sharp decrease in K lactis B-galactosidase
activity {10]. Thus, several h at 37°C and an unsuit-
able pH may possibly destroy a considerable part of
the enzymatic activity. To verify if the pH of
the cultures had any influence on the lack of B-
galactosidase activity in the culture medium after the
temperature was raised to 37°C, we performed a new
YPD-culture of the protease-deficient LHDP1/
YEplacl81-LAC4 strain, in a Biostat-MD fermentor
(Braun-Biotech, Germany) with a working volume of
2 1, 25°C, 250 rpm stirring speed and aeration rate of
2 1/min. pH was maintained at 7.0 this time. As the
inoculum, 50 ml of an exponential phase preculture
in CM-leu was used. When the A, ... of the YPD-
culture was 4.5, the temperature was switched to
37°C. The values of B-galactosidase activity in the
culture medium after temperature switch again, did
not surpass 10% of the intracellular ones. However at
pH 7.0 the decrease in B-galactosidase activity after
the peak in the medium at 37°C was somewhat
minimized (Fig. 4).

Therefore, we conclude that the utilization of LD1
and LHDP! strains of §. cerevisize for K. lactis
B-galactosidase release after lytic phenotype expres-
sion by raising the temperature has scarcely any
effect without an osmotic shock. This is feasible
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Fig. 4. Intracellular 8-galactosidase production and released after
temperature increase from 25°C to 37°C {indicated by an arrow
and a vertical dotted line) by the S. cerevisiae strain
LHDP1 /YEpiac181-LAC4 in a fermentor culture in which pH
was maintained at 7.0. Symbols as in Fig. 3.
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because the cell population lyses only partially in an
asynchronous fashion after the temperature switch.
The released proteins are maintained at 37°C several
hours in the culture medium and the resulting degra-
dation of the protein depends on its relative stability,
Thus, the induction of expression of the lytic pheno-
type enly by temperature, although successfully ap-
plied to the release of heterologous proteins up to 25
kDa [19], cannot be generalized to relatively unstable
proteins with a higher molecular weight as has been
demonstrated in this paper. However, the release by
osmotic shock constitutes an easy and efficient way
to obtain high yields of K. lactis B-palactosidase in
the extracellular medium without any mechanical
breakage or enzymatic treatment of the cells. When
yeasts are cultured at 37°C, even if they are osmoti-
cally protected by sorbitol, the expression of the
mutant phenotype causes the formation of an altered
cell wall. Therefore, when osmetic protection is elim-
inated, almost the entire cell population lyses simulta-
neously releasing the intracellular content. This facili-
tates the recovery of the protein which may be main-
tained at low temperatures, a suitable pH and pro-
tected from degradation. Moreover, the use of LHDP1
strain makes it possible to obtain higher absolute
levels of the protein and also minimizes further prote-
olitic reactions. The utilization of this system seems
particularly interesting for proteins such as
Kiuyveromyces 8-galactosidase since there are impor-
tant added costs to commercial preparations incurred
by extraction processes and low stability.

The food resuits obtained in the heterologous pro-
duction and release of B-galactosidase by the LDI
and LHDF1 mutants suggests that the usefulness of
these strains may be generalized to high molecular
weight and unstable enzymatic proteins. Therefore,
autolytic yeast strains constitute very promising tools
for the industrial production of any kind of intra-
cellular protein, thus facilitating its downstream pro-
cessing.
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Micro-scale purification of
B-galactosidase from Kluyveromyces
lactis reveals that dimeric and
tetrameric forms are active
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B-Galactosidass was purified from Kiuyveromyces /actis. Polyclonal antibodies ralsed against It cross-reacted against
the B-galactosidase of Kluyveromycas fragiiis but not against 3-galactosidases of bacterial, fungal or animal origin, The
anzyme is composed of 124 kDa monomers and is active in both dimeric and tetramerle form.

Introduction

The lactase or PB-galactosidase (B-D-galaceoside galacto-
hydrolase, EC 3.2.1.23) from the yeast Kluyveromyrer lactis
is an enzyme with ourstanding biotechnological interesc
which has dccracced the attention particularly of researchers
and the dairy industzy because of its important applica-
tigns in che medical (lactose intolerance), food-technology
{sweetening power and crysealization of laccose) and envi-
ronmental (cheese whey use) fields.

Alchough a greac deal of research has dealt with the
preduction and use of this enzyme (Gareia-Garibay, 1992),
some characteristics have not been accuracely described,
such as its sceucture and che number of subunirs. Several
apparent discrepancies on this data may be found in the
literature, Thus, for example, whereas Dickson ¢ &/ (1979),
who purified Kl/actis B-galactosidase from crude protein
excraces of che yeasc by several successive techniques of
precipitation and c¢hromatography, reporred chat the
enzyme was composed of two idenrical subunics of 135
kDa, Mbuyi-Kalela er 2/ (1988} described, using tech-
nigues of reiterated ulcrafiltration, the exiscence of four
isozymes with apparent molecular masses of 630, 550, 41
and 19 kDa in a commercial preparation of K.lactir lactase
{(Maxilacc 40,000}, In both cases importanc quanticies of
mw material were used for che purification.

At present, mictomethods have been developed which
allow proteins to be purified from smallec quancities of
crude extract in a highly reproducible and accurace way.
Taking advantage of such methads and teying to clatify the
above situacion concerning che acrive form of K Jactir B-
gulacrosidase, we performed a scaled-down purification and
estimacion of the molecular mass in nacive and denaturing

© 1998 Chapman & Hali

conditions of K/actir B-galactosidase both from a crude
extract and from a commercial preparation. We have
evaluated cwo purification procedures: one-step affinity
chromatography and gel fileracion-ionic exchange FPLC
(fast protein liquid chromacography). We have alse pre-
pared polyclonal aacibodies and studied the degree of
erass-reactivity with other [B-galacrosidases of eukaryotic
and prokaryotic origin.

Materials and methods

Preparation of crude extract

Crude protein excract was prepared as described previously
(Becerra e al., 1997) from cells culcured in 1 lLicre of YPL
(10 g yeast excract/l, 5 g peptone/l and 40 g lacrose/l} up
10 an Ageg . of 2 (about 3 mg dry we/ml).

Purification of p-Galactosidase

The purification of B-galactosidase from a crude protein
extract of the stezin of K. feetis NRRL-Y1140 and from a
commeccial K Jaztis lactase preparation, Maxilact LX-5000
{Gist Brocades), was performed using several chromato-
graphical cechniques. All purificacion steps were carried
out at 4°C. The activity wes assayed in the fractions
obrained from chromatogrphy. Active fractions wers
pooled and, when required, concentrared by filcration in
Amicon Microcon-100 YM membranes.

Gel filtration chromatography

The FPLC Smart system from Pharmacia was used, The
column Superose 12 PC 3.2/30 was equilibrated and
further eluted wich 30 mM Sodium Phosphate, pH 7.0,
0.15 M NaCl. Absorbance (280 nm) was measured on-line.
The elution rate was 40 pl/min and the eluste was
collecred in 0.1 ml fractions. The column was calibrated
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using che following molecular weight standards: Jack Bean
urease 545,000 (hexemer) and 272,000 (crimer) and bovine
serum albumin 132,000 (dimer) and 66,000 {monomer).

lon-Exchange chromatography

The FPLC Smart system from Pharmacia was used. The
column Mano Q PC 1.6/5 was equilibrated with 20 mM
triechanolamine, pH 7.3. Proteins were eluted with a
linear gradient of NaCl from 0 co 1.0 M in 20 minuces at
a flow race of 100 wl/min, and the eluate was collected in
0.1 ml fractions.

Affinity chromatography

The columa with 3 ml sgacose-p-aminophenyi-B-D-
thiogalactoside (Sigma) was equilibrated with 30 mM
phosphare buffer pH 7, and the enzyme was eluced with
0.1 M borate buffer, pH 10. Fractions of 1 ml were
colleceed at a flow rate of 100 ml/min. The pH of the
collecred fractions was neutralized to avoid denacuration.

{-Galactosidase activity

The method of Guarence (1983) was used. One enzyme
unit (BU) is defined as the quantity of enzyme that
catalyzes che liberation of 1 pmol orcho-nitrophenol from
ortho-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside  (ONPG}  per
minure under assay condirions.

Protein concentration
According to the procedure of Bradford (1976).

Polyacrylamide gel slectrophoresis

Denaruring polyacrylamide elecrrophoresis were run as
previously (Becerr e af., 1997). Blectrophoresis in native
conditions was pecformed without SDS, using gradient gel
(5-159%) at 4°C. The active bands in the narive gels were
scained following the techniques desceibed in Dickson &
al, {(1979) and Brickson and Sceers (1970), using ONPG
or BNG (6-bromo-2-naphthyl-B-D-galactopyrancside)
respectively as a substrace, Molecular weight was derer-
mined using marker kits from Sigma.

Immunological studias

To obeain anciserum for K, factis B-galacrosidase BALB/e
rmice and a Californian rabbic wece wsed. In the firsc case,
BALB/c mice were immunized as described in Becerra e al.
(1997). In the secand case, a primary dose of 50 pg of the
K lactis B-galacrosidase 124 kDa band cut from denaturing
PAGE polyacrilamide gels and emulsified in Freund's
comnplete adjuvanc was administeced subcutaneously ar
multiple sites in a healthy Californian rabbic of 2-3 kg
body weight. The rabbic was given a booster injecrion after
8-10 weeks (50 pg of the same band but electroeluced
from the gel). Two weeks after che second booster dose, the
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animal was bled and anriserum was collected. Serum was
separaced by centrifugation at 3,000 g for 5 minutes,
mixed 1:1 with glycerol and scored ac —20°C until use.

To obrain anciserum against K fragilis B-galacrosidase, a
Californian rabbic of similac characceristics and the same
merhod described above was used bur, in this case, the
primary dose and the booster injection consisced of 100 jug
K fragilis B-galacrosidase (Sigma).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
Indirect ELISA was carried ouc as described in Iglesias e

al. (1993).

Immunoblotting
As described in Becerra e af. (1997) using a L:250 (v/v,
dilution of rabbit immune serum. .

Results and discussion

Purification of K. factis B-galactosidase
B-Galacrosidase purification was achieved by two proce-
duces: gel filcration-ionic exchange FPLC and affinity
cheomarography on  agarose-p-sminophenyl-B-D-chio-
galactoside.

The purificacion of che enzyme from a crude procein exerace
of che serain of K. factis NRRL-Y1140 by FPLC resulted in
a purification factor of 1l-fold over the crude extract
having an overall yield based on total enzyme unirs of 0.3
%. The results of the enzyme purificacion process are
summarized in Table 1A. The enzyme was also purified
from che commercial liquid K. factis lactase preparacion
Maxilace LY-3000 (Table 1B). In chis case, the fArst step of
gel flcracion chromatography was avoided and specific
activity increased only up o 1.7-fold as expected since
Maxilace LX-5000 is a highly purified lactase preparartion.
The fnal specific accivicy obtained in this paper is the
highest one reported to date (Surve and Mahoney, 1994).

P-Galactosidase was also purified from crude K. lactis
pratein excraces and from Maxilact LX-5000, in only one
step by affinity chromarography (Figure 1). In che firse
case, 12 mg of rotal protein were charged on che columm.
A single 1ml-fraccion showed B-galaccosidase activity. A
2.2% protein recovery with a yield of 5.3% and an increase
in specific activity of 2.5-fold was obtained. In che second
case, 40 mg of total procein were charged on the coluram.
Protein recovery was 2.5%, yield 5396, and specific activicy
incceased 2.1-fold.

The specific activicy of che enzyme from both sources could
not be significantly increased withour a grear prorein loss
by Fucther purification, suggescing that these purified
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Table 1
5000 (Gist-Brocades).

Summary of B-Galactosidase purification. A: K. factis NRRL-Y1140. B: commerclal lactase Maxitact LX-

A
Step Total Pratein {mg) Total kE.U. Yield % Specific activity (kEU/mg) Purtfication fold
Grudae extract 7.2 15.24 100 2.12 1
Ged flltration 2.4 7.43 43 3.87 1.8
lon-exchanged 0.1 0.61 4 6.05 29
Ultraflitration 0.06 0.08 0.8 10.09 4.8
Gel flltration 0.01 0.05 03 23.22 11
B
Step Total Protein {mg) Totai kE.U. Yield % Specific activity (kEUImg) Purification fold
Maxilact 14.4 54112 100 37.58 1
ton-exchanged 3 179.20 331 59.73 1.8
Ultrafiltration 3 178.97 333 59.99 1.6
Gal filtration 0.44 28,10 52 63.87 LA
I F T T T 31500 scructure ot for use as ancigen to induce antibodies. These
- — Absorbance procedures are easier chan other methods previously descri-
E == Lastase 41200 - bed for the isolation of this enzyme and, furthermore, the
2 ' two procedures can be combined when highly pure B-
%;' 4900 5 galactosidase is required.
_g 1600 5 Molecular mass determination
g a The approximace molecular mass of the native B-
= {300 galactosidase was obtained by gel Alcration on a Superose
* 12 column. The acrivity assay showed that laccase activicy
Ok . ; T A0 was confined in che crude extract ro the peak wich an Mr of
0 1o 20 30 40 30 140-440 kDa (meximum accivicy at 250 kDa} and in
Vo (ml) Maxilace LX-3000 ¢o the peak with an Mr of 130440

Figure 1 Puriflcation of p-galactosidase by affinity
chromatography  on  agarose-p-aminophenyl-p-D-
thiogalactoside from a cruda extract of Klactls, The
asterisk indicates the change from phosphate buffar pH
7 to borate buffer pH 10.

preparations were homogeneous. The homogeneicy of che
isolated B-galactosidases was examined by SDS-PAGE and
Western-blotring analysis of the purified enzyme, both
from che crude extract and from Maxilact 1LX-5000, show-
ing a main band with an approximate molecular weighe of
124 kDa which agreed with che one calculaced from che
sequence of the LAC4 gene, the single gene coding for B-
galacrosidase which has been cloned in K. lactir (Pach o
al,1992).

These data demonscrate the usefulness of both rtested
purification procedures for obraining relacively pure f-
galactosidase from K. fatis in sufficienc quanticies and
suitable for direct investigarion of sequence, molecular

kDa (maximum accivicy ac 260 kDa). These resules suggese
chat che main active form of the enzyme is dimeric.

Several main Coomassie Brilliant Blue-staining bands were
observed when [B-galaccosidase purified from Maxilact LX-
3000 was subjected co electrophoresis on a 5-15% non-
denaruring acrylamide gel. The relative concentracion of
these bands was variable. The highest band had an appar-
enc molecular weighe of about 483 and the others of
around 383, 239 and 146. Therefore, chese four bands
might correspond o different aggregarion forms of B-
galactosidase from tecramer to monomer. It is highly likely
that other minor lower molecular mass bands that were
also observed at times corresponded to degradacion prod-
uces of the enzyme.

B-Galactosidase accivicy in an idencical unseained native
gel was localized by incubaring the gel wich che chromo-
genic subscrates ONPG or BNG. Only che tecrameric form
showed enzyme activicy wich boch substraces whereas the
rest of the forms did nor, The yellow band obrained wich
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ONPG suggested that crimeric form might also be enzy-
metically active, but this could not be determined
unequivocally because of its proximicy to the tecrameric
form. Results of che incubation wicth BNG showed that
only the cecrameric form was active. However, other
authors identified at least two active bands in cheir native
electrophoresis (Surve and Msahoney, 1994; Dickson e al.,
1979} buc they did not decermine the moleculac weighe of
these bands. Aggregation of the protein could be favoured
by the polyacrilsmide gel and by che presence of glycerol
in the sample as suggested by Dickson & &/, (1979). In
face, the glycerol conrent of Maxilact LX-5000 has been
estimated as 565 g/l by Cavaille and Combes (1995).

We conclude thar the enzyme mey be active both in
dimeric and tetrameric form, and the preponderance of one
of the forms would depend on the assay condiciens.

Immunological characterization of B-galactosidase
Commercial B-galactosidases (Sigma) from Escherichiz eoli,
Aspergillus niger and bovine liver did not show cross-
reactivity with K. Jactir anei [3-galactosidase ancibody
whereas K fragilis B-galacrosidase cross-reacted wich K.
lactis anti-B-galacrosidase antibody, as quantified by
ELISA. Tests checking for the absence of possible secondary
unspecific teactions in the ELISA were performed measuc-
ing the reactivity of the B-galaccosidases with the sera of 2
non-immunized mouse and also ommiting the K/lactis
anti-B-galacrosidase ancibody. The specificity of the K. fartis
anti-B-galacrosidase antibody was also confirmed because
the protein extract of a K.Jactis mutant scrain deficienc in
B-galactosidase (MW-190-9B strain, from Dr Wésalowski-
Louvel's collection) did not show significanc cross-
reactivicy  in the ELISA  with che Klaoi
anti-P-galactosidase antibodies.

A crude Klactir protein extract showed only 10% of che
reactivity of che purified protein with Klaceis anci-B-

256 Biatechnalogy Technignas - Vol 12 - No 3 - 1998

galacrosidase antibady which suggeses thar B-galactosidase
is not che main protein in the extract. This resulc agrees
well with che factor L1-fold reached in the purification.
The K. fragilis B-galacrosidase preparation was parrially
purified and its degree of cross-reactivicy with K. Zacti anti
{3-galacrosidase antibody reached 60%. And virs wrsa, K.
{acsis P-galactosidase cross-reacted with anti-K fragilir-B-
galactosidase antibody as demonstrated by che double
immunodiffusion method.
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Dealing with different methods for Kiuyveromyces lactis p-galactosidase purification

M. Becerra, E. Cerddn, M.I. Gonzdlez Siso*

Departamento de Bioloxfa Celular e Molecular. Facultade de Ciencias. Campus da Zapateira s/n. 15071-
A Coruiia.Spain. * To whom correspondence should be addressed. E-mail: migs@udc.es

ABSTRACT

Several micro-scale chromatography-based procedures for purification of the B-galactosidase from the
yeast Kluyveromyces lactis were assayed. Purified enzyme was suitable to be used as antigen to induce
polyclonal antibodies production. Specific staining of non-denaturing PAGE gels with chromogenic
substrates allowed the determination of the number of subunits forming the native enzyme.

INTRODUCTION

The lactase or P-galactosidase {B-D-galactoside galactohydrolase, EC 3.2.1.23) from Kiuyveromyces
lactis is an enzyme which has attracted our attention since it represents an essential material to convert
the waste product cheese whey into a substrate valuable for biotechnology industries (1). Our previous
research focused on several different aspects about this enzyme such as production (2,3), immobilization
(4), use of whole cells as catalytic agents (5,6) and, more recently, release by autolytic mutants (7) in
order to reduce the cost associated to preparation. As this research progressed, the need for purified
Kluyveromyces lactis [-galactosidase arose, for example, to use it as antigen to induce specific
antibodies. Therefore, we assayed several purification procedures looking for a quick and simple method
which allowed us to obtain encugh purified enzyme in only one step and minimizing as much as possible
the amount of crude extract needed. The best results regarding Kluyveromyces lactis B-galactosidase
purification have been published very recently (8). Here we describe the methods in more detail and
comment briefly on some complementary aspects of the results which are not shown in the previous
article.

MATERIALS AND METHODS

Some of the methods here described in detail were briefly related in references (7,8).

Preparation of crude extract

The cells cultured in 11 of YPL (10 g/l yeast extract, 5 g/l peptone and 40 g/l lactose) up to an Aznp nm of
2 were harvested by centrifugation at 7000 rpm for 5 minutes at 4°C and washed once with distilled
water. They were suspended in 20 mM Tris-CLH, pH 7.8, 300 mM (NH)»S0,, 10 mM MgCl,, | mM

Fi
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EDTA, 10% glycerol buffer with 0.1 mM PMSF, 4 mM Pepstatin, 4 mM Leupeptin and 2 pM B-
Mercaptoethanol and broken using a sonicator at 16 microns for 20 minutes at 4°C making 5§ minutes
intervals after each 5 minutes exposure. Cell debris was removed by centrifugation at 40,000 pm for 90
minutes at 4°C. The supematant, cell-free extract, was stored at -80°C.

Purification of B-Galactosidase

Purification of the B-galactosidase of K. lactis strain NRRL-Y1140 from the protein extract described
above and from a K. lactis commercial lactase preparation, Maxilact LX-5000 (Gist Brocades,
France/The Netherlands), was performed using different chromatography techniques. All purification
steps were carried out at 4°C. The enzymatic activity was assayed in the fractions obtained from
chromatography. Active fractions were pooled and, when required, concentrated by filtration in Amicon
Microcon-100 YM membranes.

Gel filtration chromatography. The FPLC Smart system from Pharmacia was used. The column
Superose 12 PC 3.2/30 (2.4 ml) prepacked with Superose 12, a highly cross-linked, 12% agarose-based
medium, was equilibrated and further eluted with 50 mM Sodium Phosphate, pH 7.0, 0.15 M NaCl.
Absorbance (280 nm) was measured on ling. The elution rate was 40 ml/min and the eluate was
collected in 0.1 ml aliquots. The column was calibrated using the following molecular weight standards
(Sigma Chemucal, USA): Jack Bean Urease 545,000 Da (hexamer) and 272,000 D (trimer) and Bovine
Serurn Albumin 132,000 Da (dimer) and 66,000 Da (monomer}), The molecular mass of the native
protein was extrapolated from a plot of the logarithm of the molecular mass versus the elution volume.’

Ton-Exchange chromatography. The FPLC Smart system from Pharmacia was used. The column
Mono Q PC 1.6/5 (0.10 ml) prepacked with Mono Q (Quarternary amino ethyl), a strong anion
exchanger based on a beaded hydrophilic polymer, was equilibrated with 20 mM Trietanolamine, pH 7.5.
Proteins were eluted with a linear gradient of NaCl from 0 to 1.0 M in 20 minutes at a flow rate of
100 ml/min, and the eluate was collected in 0.1 ml aliquots,

Affinity chromategraphy. The column with 5 ml agarose-p-aminophenyl-B-D-thiogalactoside (Sigma
Chemical, USA) was equilibrated with 50 mM phosphate buffer, and the enzyme was eluted with 0.1 M
borate buffer, pH 10 (9). 1 ml aliquots were collected at a flow rate of 100 ml/min and pH was
neutralized to avoid denaturation.

B-Galactosidase activity

B-Galactosidase activity was determined by a modification of the method of Guarante (1983} (10). The
enzyme solution was incubated at 30°C for several minutes in 2.0 ml of Z-buffer {0.1 M Sodium
Phosphate, 10 mM KCI, 1 mM MgS0O, and 50 mM 2- mercaptoethanol, pH 7.0) with 440 ml of
orthonitrophenyl-B-D-galactopyranoside (4 mg/ml). The reaction was stopped by adding 0.5 ml of 1 M
Na;CO,. Released o-nitrophenol (ONP} was measured spectrophotometrically at 420 nm. The molar
extinction coefficient of o-nitrophenol under these conditions is 4.5x10° Lmol'em™ (11). One enzyme
unit (EU) is defined as the quantity of enzyme that catalyzes the release of 1 pmol of ONP from
orthonitrophenyl-B-D-galactopyranoside (ONPG) per minute under assay conditions.
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Protein determination

Protein concentration was determined according to the procedure of Bradford (12) using bovine serum
albumin as the standard.

Polyacrylamide gel electrophoresis. Denaturing acrylamide gels (10% polyacrylamide gels) containing
sodium dodecyl sulfate (SDS) were run according to the procedure of Laemmli (13), using a Bio-Rad
Mini Protean II apparatus. Protein samples were solubilized by boiling for 5 min in 2.5% SDS and 5% 2-
Mercaptoethanol. Protein was concentrated in the gel with a voltage of 100V, then the voltage was
increased to 150V and kept constant for 2 hours. Gels were fixed in 12% trichloroacetic acid and
protein was stained with a modified and more sensitive Coomassie brilliant blue G-250 dye-binding
method (14). Molecular weight was determined using a molecular weight marker kit obtained from
Sigma Chemical (USA), containing Rabbit Muscle Myosin (205,000 Da), E. coli B-galactosidase
(116,000 Da), Rabbit Muscle Phosphorylase b (97,000 Da), Rabbit Muscle Fructose-6-phosphate
Kinase (84,000 Da), Bovine Serum Albumin (66,000 Da), Bovine Liver Glutamic Dehydrogenase
(55,000 Da), Chicken Egg Ovoalbumin (45,000 Da), Rabbit Muscle Glyccraldchyde -3-phosphate
Dehydrogenase (36,000 Da).

Native electrophoresis was performed at 4°C, using gradient gels (5-15%) without SDS. The molecular
mass was extrapolated from a plot of the logarithm of the molecular mass versus the logarithm of the
percentage of polyacrylamide. The following standards (Sigma Chemical, USA) were used: bovine
serum albumin monomer and dimer (66,000 and 132,000 Da), urease trimer and hexamer {272,000 and
545,000 Da).

When detection of P-galactosidase activity was required after a non-denaturating electrophoresis
process, three different techniques were used. A} a non-fixed gel was plunged in Z-buffer containing
ONPG (4 mg/mi) for several minutes at 30°C until a yellow band appeared (15). B) the active bands in
the native gels were also stained following the technique of Erickson and Steers (16), using 0.025 BNG
(6-bromo-2-naphthyl-B-D-galactopyranoside) from Sigma Chemical (USA) as substrate in 10%
methanal (v/v}, 0.01 M Tris-CIH (pH 7.4), 0.01 M NaCl and 0.01 M MgCl,. The incubation time was
several minutes at room temperature, followed by | to 2 minutes in 1 mg/ml diazo-blue B and the
appearance of brown band indicated the presence of an enzymatlcally active form of P-galactosidase.
The reaction was stopped by rinsing in water and fixing the gel in 7.5% acetic acid. C) An alternative
stain was used (17), gels to be stained were placed in substrate solution (5 mM methylumbelliferyl-3-D-
galactoside, MUG, in 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0} and incubated for 2 to 5h at room
temperature. Gels were transferred to a UV transilluminator for visualization.

Immunological studies.

To obtain antiserum against K. lactis B-galactosidase BALB/c mice and a Californian rabbit were used.
In the first case, BALB/c mice were intraperitoneally immunized with 0.2 ml of a 1:1 (v/v) mixture of
Freund's complete adjuvant (FCA) and PBS containing 50 ug of the K. lactis B-galactosidase (Maxilact
LX-5000, Gist Brocades, France/The Netherlands). The same dose in 125 ml (but without FCA) was
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injected via the retrobulbar venous plexus 21 days post-primary immunization. Mice were bled 14 days
post-secondary immunization and the sera was separated by centrifugation at 2,000g for 10 min., mixed
1:1 (v/v) with glycerol and stored at -20°C until use.

In the second case, a primary dose of 50 pg of the K lactis 8-galactosidase 124 kDa band cut out from
denaturing PAGE gels and emulsified in Freund’s complete adjuvant was administered subcutaneously at
multiple sites in a healthy Californian rabbit of 2-3 kg body weight. The rabbit was given a booster
injection after 8-10 weeks (50 pg of the same band but electroeluted from the gel). Two weeks after the
second booster dose, the animal was bled and antiserum was collected. Serum was separated by
centrifugation at 5,000g for 5 minutes, mixed 1:1 with glycerol and stored at -20°C until use.

To avoid secondary reactions, antisera, both from mice and rabbit, were adsorbed 24 hours at 4°C 1:1
(v/v) with a crude proteic extract obtained as described above by sonical disruption of K. lactis B-
galactosidase defficient cells (MW-190-9B strain, from Dr. Wésolowski-Louvel’s coliection) cultured in
YPD (10 g/l yeast extract, 5 g/l peptone and 20 g/l glucose). Both antisera showed a similar band
pattern in western blots.

Serological reaction between enzyme and antiserum was determined by Quchterlony immunodiffision
method (18) using 1% agarose in 0.2M Tris-CIH, pH 8.3, 3% PEG 6000 and 0.01% sodium azide.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Indirect ELISA was carried out as described in Iglesias et al. (19). Extracts containing B-galactosidase
were bound to PVC microtitre plates (0.5-2 ig of protein/well) in 100 ml/well of carbonate-bicarbonate
buffer (pH 9.6) overnight at 4°C. Plates were then washed three times with TBS (50 mM Tris, 0.15 M
NaCl, pH 7.4) and blocked for two hours at 37°C with 5% solution of non-fat dry milk in TBS
containing 0.2% Tween 20 (TBS-Tween). The plates were incubated for two hours at 37 °C with the
test sera diluted in TBS-Tween containing 1% non-fat dry milk, washed with TBS containing 0.05%
Tween (5x5 minutes) and incubated for one hour at 37°C with peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse
immunoglobulin {Ig) polyclonal antibody (Dakopatts A/S, Glostrup, Denmark) diluted in TBS-Tween
containing 3% polyethylene giycol 6000. The plates were then washed with TBS (5x5 minutes), then
[00ml of substrate containing 0.04% o-phenylenediamine (Sigma Chemical, USA) and 0.001%
hydrogen peroxide in phosphate-citrate buffer (pH 5.0} was added. The reaction was stopped afier 20
minutes by adding 25 ml of 3 N sulfuric acid. Optical density at 492 nm was measured on a microtitre
plate reader (Titertek Multiskan, Labsystems, Finland).

Immunobloting

Following electrophoresis, gels were electotransferred onto a nitrocellulose membrane at a constant
voltage of 15 V for one hour and immunostained. The membrane was washed with TBS (50 mM Tris,
0.15 M NaCl, pH 7.4) stained with Ponceau S to verify transfer, then dried and blocked overnight at 4°C
with TBS containing 0.2% Tween-20 and 5% non-fat dry milk, and finally incubated 2 hours with a
1:500 dilution of mouse immune serum or 1:250 of rabbit immune serum. Membrane was washed with
TBS containing 0.2% Tween-20 and incubated with a 1:1600 dilution of peroxidase-conjugated rabbit
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anti-mouse Ig (Dakopats, Denmark) ot 1:2000 of peroxidase-conjugated goat anti-rabbit Ig (Sigma
ImmunoChemicals, USA), respectively. The immunoreactant bands were stained by adding TBS
containing 0.003% H,0;, 0.06% diaminobenzidine tetrahydrochloride and 0.03% NiCl, . The reaction
was stopped by thorough washing in TBS.

RESULTS AND DISCUSSION

The purification of B-galactosidase from a crude protein extract from K. lactis strain NRRL-Y 1140 by
ge! filtration chrematography on Superose 12 PC 3.2/30 resulted in a purification factor of 1.8-fold
having an overall yield, based on total enzyme units, of about 50 %. The purification factor reached 2.3-
fold when this technique was applied to partially purified extracts. Representative chromatograms are
shown in figure 1.
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Figure 1: Profiles of P-Galactosidase activity and protein obtained afler gel filration. (A)
Chromatography of 2.4 mg of a crude extract from K. lactis. (B) Chromatography of 3 mg of partially
purified extracts from Maxilact LX-5000. The profile of molecular weight standards used for calibration
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are showed. Absorbance values of standards are multiplied by 100. Fraction showing the peak of
maximum lactase activity was estimated to correspond to a molecular weight of 250 kDa in the crude
extract and 260 kDa in Maxilact LX-5000.

Ton-exchange chromatography turned out to be less effective than gel filtration. When it was applied, as
described in the Materials and Methods section, both to the active fractions pooled from gel filtration
chromatography of a crude yeast protein extract and directly to the Maxilact LX-5000 preparation, a
purification factor of 1.6-fold was obtained. Yield, based in recovered enzyme units, reached 8% in the
first case and 33% in the second one. Sometimes a slight reduction in specific activity was observed, it
was due to unknown reasons and probably related to enzyme denaturation produced during the
chromatography process. Another unexplained resuit was that when this technique was used both
directly with the crude protein extract or with the active fractions pooled from the gel filtration
chromatography, enzyme activity profiles repeatedly showed two peaks, whereas when Maxilact LX-
5000 was used, only one peak of activity was observed (Figure 2).
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Figure 2; Profiles of B-Galactosidase activity and protein obtained after ion-exchange chromatography.
(A) Profile of 2.4 mg of a crude extract from K lactis. (B) Chromatography of 0.6 mg of active
fractions pooled from gel filtration of a crude yeast protein extract. (C} Chromatography of 2.4 mg
protein of Maxilact LX-5000.

The FPLC systems show the advantage that proteins may be purified from low quantities of crude
preparations if compared to traditional higher-scale chromatography systems. For instance, in this study,
about 7 mg of total protein in the crude extract were enough for a purification process including two gel
filtration steps, one ion-exchange step and one ultrafiltration step. An 11-fold purification factor was
achieved after the whole process {Table 1 of reference 8). Although this purification factor may seem
low, it is in accordance with the antibodies-reactivity showed by a crude protein extract versus the
purified enzyme and, moreover, the specific activity was very high (8).

Affinity chromatography on the substrate-analogue agarose-p-aminophenyl-B-D-thiogalactoside was
also assayed for B-palactosidase purification both from crude K. lactis protein extracts and from
Maxilact LX-5000. A representative chromatogram has been shown in the previous article (8). The
purification factor was 2.5 and 2.1-fold, respectively. Therefore, we consider this technique more
effective than each single gel filtration and ion-exchange chromatography step. Morsover, the affinity
purified B-galactosidase turned out to be homogeneous in denaturing polyacrilamide gel electrophoresis
and western-blotting analysis (Figure 3A). A main band with an approximate molecular weight of 124
kDa was observed.

Sometimes, other additional bands of smaller molecular weight were also present, more notoriously in
the case of Maxilact LX-5000, and are probably attributable to B-galactosidase degradation products;
their intensity increased when the 124 kDa band decreased and they were also detected in Western
blotting analysis with the anti-K /actis-B-galactosidase antibodies (both with rabbit and with mouse
antisera). This occurred for the three purification techniques employed in this work. In fact, one of the
major difficulties encountered in the purification was the increasing instability of the enzyme during the
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different purification steps, and also for the purified enzyme even if it was stored in a buffer containing
glycerol.

Relatively high amounts of enzyme (40-80 pg of purified protein) were needed in order to detect the
active band after electrophoresis on a 5-15% nondenaturing acrylamide gel. In this case B-galactosidase
purified from Maxilact LX-5000 was used. As has been previously described (8) among the several
Coomassie brilliant blue-staining bands observed, only the one with an estimated molecular weight
corresponding to the tetrameric form always showed enzyme activity on an identical unstained native gel
incubated with the chromogenic substrates ONPG (data not shown) or BNG (Figure 3B). Bands stained
with ONPG were more intense, but also less stable after storage, than those obtained with the BNG
solution. In our hands, the technique using MUG as substrate was less sensitive than the other ones and
did not show active bands.

A B

kDa
545

272 =

132=

Figure 3: SDS-PAGE (left) and immunoblotting (right) of purified B-Galactosidase from K. lactis (A).
B-Galactosidase is indicated by an arrow. Western-blot was incubated with mouse immune serum. Lane
1: 75 pg of a crude extract from K. lactis; lane 2: Molecular weight markers; lane 3: 5 pg of B-
galactosidase from K. lactis purified by affinity chromatography. (B) Electrophoresis on a non-
denaturing gradient gel (5-15%) stained with ONPG and later Coomassie brilliant blue G250 (left) and
with BNG (right). Bands with B-Galactosidase activity are indicated by higher arrows. Different forms
of PB-Galactosidase are shown by smaller arrows. Different concentrations of B-Galactosidase from
Maxilact LX-5000 were loaded. Lane 1:20 pg; lane 2:40 pg; lane 3:80 pg.

Polyclonal anti-K.lactis-B-galactosidase antibodies were prepared. Specificity of these antibodies was
tested by ELISA (Figure 4). Secondary non-specific reactions were considered negligible. The most
outstanding results concerning the immunological characterization of K. lactis B-galactosidase have been
discussed in the previous paper (8).
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Figure 4; Results of cross-reactivity obtained in the ELISA performed with the specific anti K.lactis 8-
galactosidase antibodies prepared in this work (red bars) versus (A) a crude protein extract of the
K.lactis B-galactosidase deficient strain MW-190-9B, (B) a crude protein extract of Kiacis NRRL-
Y1140, (C) purified Maxilact LX-5000 B-galactosidase, (D) partially purified K. fragifis B-
galactosidase, (E) Aspergillus niger B-galactosidase, (F) bovine liver B-galactosidase, (G). Escherichia
coli P-galactosidase. Blue bars are controls of absence of reactivity when the serum of a non-immunized
mouse was used instead of the specific anti K./actis P-galactosidase antibodies. Yellow bars are controls
of absence of reactivity when these primary antibodies are not added.

Therefore, we may conclude that the purification procedures assayed in this work, which are easy and
need small amounts of crade extract, allowed us to obtain enough purified K.lactis B-galactosidase for
several uses, for example, antigen to induce antibodies. Comparing these techniques, affinity
chromatography gave the highest purification factor although gel filtration in the FPLC system has
demonstrated to be faster (each run takes about 1 hour whereas each affinity chromatography run takes
about 8 hours) and very accurate and reproducible. Jon-exchange chromatography is the fastest
procedure (sach Tun takes about half an hour) but purification factor is lower than with the other two
techniques.
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SUMMARY

Several preparation methods of crude extracts of yeasts were compared in order to obtain a good
recovery of intracellular proteins and a sample quality suitable for further chromatographic
analysis as excmplified by B-galactosidase or lactase. Sonication was found to be the most
effective method and the physiological state of the cells and growth conditions at the time of
extraction are essential parameters for obtaining a good yield. The procedure described is
simple, rapid and applicable to other enzymes of interest.

KEYWORDS: B-galactosidase, purification, extraction, sonication, Kiuyveromyces lactis

INTRODUCTION

The growing use of fermentation processes to manufacture specific products, including diverse
heterologous proteins, enzymes or pharmaceuticals, is creating an increased demand for
efficient systems for the recovery of intracellular materials from microorganisms.

Cell disruption is the first stage in the procedure to isolate intracellular materials’',
constitutes an essential step in downstream processing, as it has considerable influence not only
on the total quantity of the desired protein recovered, but also on its biological activity, its
association with other cellular components, and the possible presence of proteolytic degradation
and contaminants that may influence the subsequent purification steps’.

A variety of methods can be used to break up cells, each one having its advantages and
disadvantages. In this paper we have compared the efficiency of several methods for the
preparation of crude extracts from the yeast Kluyveromyces lactis in order to obtain a good
recovery of intracellular proteins and a sample quality suitable for further chromatographic
analysis.

The crude extracts obtained by sonication resulted in the best yield and were used as
protein mixtures in several micro-scale chromatography-based systems designed for p-
galactosidase purification. B-galactosidase (B-D-galactoside-galactohydrolase, EC. 3.2.1.23) or
lactase, a cytoplasmic protein, was chosen as a sample protcm because its activity is easy to
assay and it has important applications in the dairy mdustry3

MATERIALS AND METHODS
Microorganisms and culture conditions

Kluyveromyces lactis NRRL-Y1140 was used in the extraction. Cultures were aerobically
grown in YPL (1% yeast extract, 0.5% peptone and 4% lactose) and YPD (1% yeast extract,
0.5% peptone and 0.5% dextrose) at 30°C. Cells were harvested by centrifugation at 4,000 g.
The yeast pellet was washed once with distilled water and stored at —20°C.

Escherichia coli IM109 strain (recAl supEdd endAl hsdR17 gyrd96 reidl thiD(lac-
proAB) F'[traD36 proAB" lacF lacZDMIS5]) was used for transformanon with the plasmid
pLX8 by means of the usual DNA recombinant techniques’. The pLX8 plasmid carries the
LAC4 promoter and gene, which codes for X. lactis B-galactosidase, and the LAC/2 gene which
codes for K. lactis lactose permease.



Extraction with solvents

The harvested cells (2 g wet weight), were suspended in 0.5 M phosphate buffer, pH 9.5 to a
volume of 20 ml. After the addition of 1% chioroform, the cell suspensions were incubated at
37°C for 3 hours®. During extraction, the activity of released B-galactosidase was determined
after cells were removed by centrifugation for 5 min at 4,000 g. This activity was compared to
intracellular enzymatic activity.

In other instances, 1 g (wet weight) of cells was suspended in different solvents at 80%%;
ethanol, methanol, isopropanol and t-butanol’, The extraction took 90 min at a temperature of
30°C. The solvent-cell mixture was then diluted with 100 ml of 0.1 M potassium phosphate
buffer, pH 6.6 and incubated for 21 hours at 30°C. The extracted cells were removed from the
enzyme-enriched buffer by centrifugation and the enzymatic activity of released p-galactosidase
was determined. Results were expressed as the percentage of released activity in relation to
intracellular activity,

Extraction with mechanical procedures

The cells were harvested at different cell densities by centrifugation at 4,000 g for 5 min at 4°C
and washed once with distilled water. They were suspended in 1 ml of buffer (20 mM Tris-CIH,
pH 7.8, 300 mM (NH,),80,, 10 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 10% glycerol buffer with 0.1 mM
PMSF (phenylmethylsulfonylfluoride), 4 mM Pepstatin, 4 mM Leupeptin and 2 pM B-
Mercaptoethanol) per gram wet weight and broken up using different techniques: a) stirred
vigorously in a vortex for 20 seconds and 20 seconds on ice; b) using the same method but with
the addition of 0.2 g of 1.5 mm glass beads; c¢) using a sonicator at 16 microns for 20 min at 4°C
at 5 min intervals after each 3-4 min exposure. In all cases cell-debris was removed by
centrifugation at 48,000 g for 90 min at 4°C and the cell-free extract recovered in the
supernatant.

Extraction with enzymes

The cells were suspended in 1.2 M Sorbitol, 10 mM KH;POs4, pH 6.8, and 25 mM B-
Mercaptoethanol, washed twice and resuspended in 1.2 M Sorbitol, 10 mM KH,POq, pH 6.8
and 0.6% Lyticase (from Arthrobacter luteus, Sigma Chemical, USA, Ref.: L-8012). The
mixture was incubated at 30°C for 45-60 min and centrifuged at 2,000 g at 4°C for 5 min. The
pellet was suspended in distilled water and after lysis the suspension was centrifuged at 2,000 g
for 5 min. P-galactosidase activity was measured in the supernatant which contains the
cytoplasmic fraction'®,

Bgalactosidase activity

To determine B-galactosidase activity, the method of Guarante'! was used. Liberated o-
nitrophenol (ONP) was measured spectrophotometrically at 420 nm (extinction coefficient of
4,500 1. mol™' .cm™ '2),

One enzyme unit (E. U.) is defined as the quantity of enzyme that catalyzes the liberation
of 1 pmel of ONP from orthonitrophenyl-B-D-galactopyranoside per min under assay
conditions.



Protein determination

Protein concentration was determined according to the procedure of Bradford" using bovine
serum albumin as the standard.

Purification of B-galactosidase

The purification of B-galactosidase was performed using several chromatographical techniques.
All purification steps were carried out at 4°C. The activity was assayed in the fractions obtained
from chromatography. Active fractions were pooled and, when required, concentrated by
filtration in Amicon Microcon-100 YM membranes.

Gel filtration chromatography

The FPLC Smart system from Pharmacia was used. The column Superose 12 PC 3.2/30 (2.4
ml) pre-packed with Superose 12, a highly cross-linked, 12% agarose-based medium, was
equitibrated and further eluted with 50 mM sodium phosphate, pH 7.0, 0.15 M NaCl.
Absorbency (280 nm) was measured on line. The elution rate was 40 pl/min and the eluate was
collected in 0.1 ml aliquots.

Ion-Exchange chromatography

The FPLC Smart system from Pharmacia was used. The column Mono Q PC 1.6/5 (0.10 ml)
pre-packed with Mono Q (Quarternary amino ethyl) was equilibrated with 20 mM
triethanolamine, pH 7.5. Proteins were eluted with a linear gradient of NaCl from 0.0 to 1.0 M
in 20 minutes at a flow rate of 100 jl/min and the eluate was collected in 0.1 ml fractions.

Affinity chromatography

The column with § ml agarose-p-aminophenyl-f-D-thiogalacoside (Sigma Chemical, USA) was
equilibrated with 50 mM phosphate buffer, and the enzyme was eluted with 0.1 M borate
buffer, pH 10'. 1 ml aliquots were collected at a flow rate of 100 pl/min and pH was
neutralized to avoid denaturation.

RESULTS
A Study of the exiraction with solvents.

The effect of 1% chloroform extraction on B-galactosidase release from cells was studied at
different times. Maximal extracellular activity was reached at 60 minutes and thereafter activity
began to fall sharply (Figure I). At this point the percentage of released activity in the buffer in
reference to the initial intracellular activity was approximately 1%. As this percentage is very
low, and several solvents were found to be able to release B-galactosidase from other yeasts9,
other compounds (Methanol, Ethanol, Isopropanol and t-Butanol) were used in order to improve
the extraction.



The best results were obtained with methanol after 21 h of treatment and with ethanol and
t-butanol after 5 h of contact with the extraction buffer (Table I). In all cases absolute values of
B-galactosidase activity were even lower than those obtained by chloroform extraction.

A Study of the extraction with mechanical procedures

Different methods of mechanical cellular breakage were assayed. Extraction with vigorous
stirring (vortex) resulted in a protein release of 0.12 mg/ml with a B-galactosidase activity of
0.61 E.U, A similar result was obtained when cells were treated identically, but with 0.2 g of
glass-beads. The best results were achieved with sonication, yielding 20-110-fold more protein
and 400-25,000-fold more activity than in the other two mechanical methods (Table 2).

Since bacteria are more sensitive to sonical distuption than yeasts, we transformed a
deficient p-galactosidase Escherichia coli strain with the pLX8 plasmid. The plasmid carries the
LACH gene and promoter region, which codes for K lactis B-galactosidase. The protein
obtained by sonication of these transformants was 4-25 times higher than that obtained by yeast
sonication; however B-galactosidase activity was 242-30 times lower (Table 2). This is
attributable to the fact that (-galactosidase heterologous production in bacteria is not as
effective as natural production in yeast.

In order to improve the results obtained with the sonication procedure, extracts from K
lactis cells were prepared in different conditions. Cells grown until they reached diverse Agyo
values were sonicated and the amount of protein and p-galactosidase obtained measured. Both
parameters appear to be approximately proportional to the initial absorbency with a maximum
of protein and enzymatic activity when cells were close to Agyy of 2, thereafter there was a
decrease in the activity and protein recovery (Figure 2).

Using different culture volumes (from 500 to 1,000 ml) at the same absorbency yielded
similar results with the difference being less than 4.5%. Apparently the efficiency of sonication
is not significantly influenced by cell density. The physiological state of the cells at the time of
sonication seems to be a determining factor. During somcatmn the homogenate initially become
more viscous as nucleic acids are released from the cells'®. The viscosity decrease as sonication
is continued.

The Enzymatic extraction procedure

Cells grown in two different media were used to study the enzymatic extraction procedure. The
percentage of released activity compared to intracellular activity in cells growing in a medium
with dextrose reached about 24% (Figure 3 A), whereas for cells growing in a medium with a -
galactosidase inductor, lactose, the percentage is higher - about 61% at the point of maximum
recovery (Fi igure 3B).In both cases, samples were taken in triplicate yielding absolute average
values of 23.5 * 4 and 61.4 * 31, respectively. As in the sonical extraction, cells harvested
during the log phase of growth appear to be more sensitive to lyticase treatment.

In addition to the high cost of the enzyme treatment, there is another important drawback:
during tyticase incubation a loss of approximately 36% of B-galactosidase activity took place.



Purification of f-galactosidase

With the crude protein extract obtained by sonication a process of purification was performed'®
17 Several scaled-down chromatographical techniques were used. A summary including the
most interesting comparative points is given in Table 3. Extracts obtained by the sonication
procedure were suitable for purification, attaining, along with affinity chromatography, the
highest factor of purification, although this technique requires a higher initial amount of sample
and more time than the two FPLC-techniques.

DISCUSSION

A key factor in the production and purification of intracellular enzymes is the cell disruption
process's. Various methods can be used to solubilize intracellular enzymes depending on their
location inside the cell, intended use, and stability. Methods such as homogenizationw'z‘,
sonication?*, chemical extraction®® have all been used to release intracellular components.
The procedure by which cells are disrupted has an important effect on the yield and quality of
the protein extract'®,

In this paper we have compared the extraction of one intracellular protein, P-
galactosidase, from K. lactis, with different solvents, mechanical (glass-beds, vigorous stirring
and sonication) and enzymatic procedures. The sonication procedure yielded the best results,
obtaining 2.8-120-fold more protein and 215-25,000-fold more activity than in the other three
methods.

The maximal percentage of released activity with the solvent extraction procedure was
obtained with methanol after 21 h of contact with the extraction buffer. However the absolute
values of B-galactosidase activity were very low and therefore, this procedure is not considered
useful as a first step in the isolation and purification of intracellular materials.

The enzymatic extraction procedure introduces a new additive to the extract that may
produce a downstream purification problem, in addition to the price of the enzyme and the loss
of B-galactosidase activity detected during the incubation.

Sonication of K. lactis cells proved to be the most effective method for this initial phase
in the preparation of lysates for later purification. The crude protein extract obtained by
sonication was fitted to support a purification process by means of chromatographical
techniques.

The physiological state of the cells and the conditions of growth at the time of extraction
have a major effect on disruption kinetics. Cells harvested during the log phase of growth are
more easily disrupted than those harvested during the stationary phase, the best percentages of
released activity obtained both in the sonication procedure and in the enzymatic extraction
procedure were in the log phase of growth. Cells from the stationary phase have a stronger wall
structure than those in the log phase'. Cells grown at a higher specific growth rate were
probably easier to disrupt than cells growth at a lower specific growth rate, since they direct the
available energy towards reproduction rather than towards synthesis or strengthening the wall
structure'. This would explain why X. lactis cells with a fast growth in a lactose medium
presented a higher percentage of released activity after the enzymatic extraction procedure than
cells growing slowly in a medium with dextrose.



CONCLUSIONS

The sonication extraction procedure proved to be the most effective technique for the recovery
of P-galactosidase from K. lactis cells. The physiological state of the cells as well as the growth
conditions at the time of disruption are a critical parameter for obtaining a good efficiency. The
protein extract proved to be suitable for further chromatographic analysis. The application of
this technique to other enzymes is of interest.
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Table 1 Effect of different solvents on lactase release

Solvent 5 Hours 21 Hours
t-Butanol 0.44 0.27
Ethanol 9.3 5.31
Methanol 1.74 15
Isopropanol 0.7 35

Cells were treated with 80% solvent for 90 min. The solvent cell mixture was then diluted
with 100 ml of 0.1 M potassium phosphate buffer, pH 6.6 and incubated for 21 hours at
30°C. Samples were taken at 5 hours and 21 hours of extraction, Results were expressed as
the percentage of released activity in reference to intracellular activity.

Table 2 Comparative effect on protein release of the different methods used in this paper

Method Protein (mg/ml) p-galactosidase (E.U.)
Chloroform - 35

Vortex 0.12 0.61
Glass-beads 0.1 0.95
Sonication 12 25,398
Sonication* 50 105.33
Enzymatic 18 118.1

The best results obtained in each treatment are given. *Results of sonication procedure over
E. coli cells transformed with the pLX& plasmid,

Table 3 A comparison of different chromatographical techniques employed for lactase
purification

Gel filtration Ion-exchange Affinity
Factor Purification 1.8 1.6 25
Yield % 50 33 53
Initial amount of sample (mg) 24 24 12
Factor of dilution 1.5 L5 1
Duration of the process (h) 1 0.5 8
Reproductibility +++ +++ +
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Figure 1 Effect of incubation time with 1% chloroform on lactase release.

Cells were suspended in 0.5 M phosphate buffer, pH 9.5, with 1% chloroform
and incubated for 3 hours. Absolute values of lactase in the medium are given.
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