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RESUMEN

Titulo: Produccion heterdloga y caracterizacion bioquimica de una a-galactosidasa de
Lactobacillus plantarum WCFS1

Nombre del Autor: Sandra Martin Esteban

Nombre del Tutor/es: Blanca de las Rivas Gonzélez del Rey y Rosario Mufioz Moreno

Area/Departamento: Departamento de Procesos

Numero de palabras de la memoria: 6917

Resumen:

La a-galactosidasa (E.C.3.2.1.22) es una exo-glicosidasa que escinde principalmente
residuos terminales a-1,6-D-galactosilo unidos a una amplia gama de sustratos
incluyendo oligosacaridos de azucares de la familia de la rafinosa. Algunas de las a-
galactosidasas son también conocidas por catalizar reacciones de transgalactosilacidn,
especialmente a una alta concentracion de sustrato. El interés de esta enzima se deriva
de sus potenciales aplicaciones tecnoldgicas y medicinales. Con el objeto de encontrar
nuevas enzimas con propiedades y caracteristicas interesantes, en este trabajo se
caracterizd la glicosidasa Lp_3485 de la bacteria lactica Lactobacillus plantarum WCFS1.
Se procedid a la produccion heterdloga en Escherichia coli, la purificacién y la
caracterizacidon de la proteina Lp_3485. El gen se clond mediante un método de
clonacion independiente de ligacién (LIC) en un vector de expresién que afade una
etiqueta de polihistidina para su posterior purificaciéon por cromatografia de afinidad a
metales inmovilizados (IMAC). Se obtuvo una proteina de 83.6 kDa con actividad frente
al 4-nitrofenil-a-D-galactopirandsido. La proteina mostrd una actividad especifica a-
galactosidasa de 2.56 U/mg y una eficacia catalitica de 1840.92 mM™ minl. Las
condiciones éptimas de reaccidn se encuentran por debajo de los 30°C (manteniendo
mas de un 50% de actividad relativa a 22°C), y en un intervalo de pH de 4.0 a 6.5. La
actividad a-galactosidasa de la proteina Lp_3485 se vio fuertemente inhibida por la
presencia de Hg?* y Cu?*, y favorecida por la presencia de Fe?*, Tritdn-100, Tween 20,
B-mercaptoetanol y el EDTA.




ABSTRACT

Title: Heterologous production and biochemical characterization of a a-galactosidase
of Lactobacillus plantarum WCFS1

Author: Sandra Martin Esteban

Tutor’s name: Blanca de las Rivas Gonzalez del Rey y Rosario Muiioz Moreno

Area/Department: Department of processes

Number of words of report: 6917

Abstract:

o-galactosidase is an exo-glycosidase that mainly cleaves terminal a-1,6-linked D-
galactosyl residues from a wide range of substrates including oligo-saccharides of
raffinose family. Some of the a-galactosidases are also known for catalyzing
transgalactosylation reactions especially at a high concentration of substrate. Interest
in this enzyme is due to its potential technological and medicinal applications. With the
aim to find novel enzymes with interesting features, we have characterized the Lp_3485
glycosidase from the lactic acid bacteria Lactobacillus plantarum WCFS1. The Lp_3485
protein was produced in Escherichia coli by heterologous production, purificated and
biochemicaly characterized. The gene was cloned by a ligation-independent cloning
(LIC) method into an expression vector which added a polyhistidine tag for further
purification by immobilized metal affinity chromatography (IMAC). A 83.6 kDa protein
with activity on 4-notrophenyl-a-D-galactopiranoside was obtained. The Lp_3485
protein showed a specific a-galactosidase activity of 2.56 U/mg and a catalytic
efficiency of 1890.42 mM™ min'. Optimal reaction conditions were below 30°C
(maintaining more than 50% of its activity at 22°C) and in pH range between 4.0 and
6.5. Lp_3485 protein’s a-galactosidase activity of the Lp_3485 protein was strongly
inhibited by the presence of Hg?* and Cu?*, and increased by the presence of Fe?*,
Triton-100, Tween 20, B-mercaptoetanol and EDTA.




Introduccion

Los hidratos de carbono son el principal componente de los productos alimentarios y
presentan una gran diversidad estructural y funcional. Los mas comunes y abundantes en los
alimentos son el almiddn, la sacarosa, la glucosa, la fructosa, el sorbitol, la pectina, la celulosa,
la hemicelulosa, la quitina y los polisacdridos derivados de las algas, entre otros (Poli et
al.,2011). Estos carbohidratos se pueden procesar mediante métodos quimicos o enzimaticos
para la elaboraciéon de alimentos y para la producciéon de ingredientes alimentarios. Los
métodos quimicos, ademas de resultar caros y tediosos, en ocasiones no son aceptables en la
industria alimentaria, por lo que la alternativa enzimatica se ha convertido en el método de
eleccidn gracias a su estereoselectividad y eficacia (Bojarova & Kren, 2009). Por todo ello, el
reto en la actualidad se centra en encontrar nuevas enzimas con las actividades y propiedades
interesantes para la industria alimentaria (Pal et al., 2010).

Los avances tecnoldgicos han impulsado la investigacion de nuevas enzimas o de enzimas
modificadas con aplicaciones especificas que aumentan la eficacia catalitica. Los estudios se
han centrado fundamentalmente en la caracterizacién de glicosil hidrolasas debido a su
importancia en numerosos procesos bioldgicos y a sus multiples aplicaiones biotecnoldgicas.
Las glicosil hidrolasas (GHs) son un grupo de enzimas que hidrolizan, de manera selectiva, el
enlace glicosidico entre dos hidratos de carbono o entre un hidrato de carbono y un resto no
glucidico (Santhya & Khan, 2014). Sin embargo, en determinadas condiciones, pueden mediar
la reaccion inversa, catalizando la formacion de enlaces glicosidicos. Para ello existen dos
mecanismos diferentes. Uno es la hidrdlisis inversa y el otro la transglicosilacién. En el primer
caso, se invierte el sentido de la reaccién hacia la sintesis, debido a una modificacion en las
condiciones de la reaccidn, tales como la disminucién de la actividad de agua, la retirada de
los productos o la presencia de elevadas concentraciones de sustrato. En el caso de la
transglicosilacién, se produce una hidrdlisis inicial del glicdsido, pero el glicosil resultante se
une a un nucledfilo diferente al agua (Bhatia et al., 2002).

Las glicosil hidrolasas (GHs) se pueden clasificar atendiendo a varios criterios, dentro de los
cuales, el basado en la especificidad de sustrato es el mas sencillo. No obstante, en los ultimos
afnos se ha demostrado que esta forma de clasificar las GHs no es la mds propiada, debido a
gue una misma proteina puede actuar sobre diferentes sustratos. Por ello, se ha propuesto
un nuevo sistema de clasificacién de las GHs, basado en su secuencia aminoacidica, que a su
vez determina la estructura terciaria de la proteina y, por lo tanto, su mecanismo de accién
(Cantarel et al., 2009). Basandose en este criterio, a dia de hoy, la base de datos Carbohidrate
Active enZYme (CAZY, por sus siglas en ingles) reconoce 133 familias de GHs. Dentro de ellas,
la familia 36 de las glicosil hidrolasas (GH36) incluye enzimas muy importantes en aplicaciones
biotecnoldgicas y medicinales, tales como a-galactosidasas, a-N-acetilgalactosaminidasa,
estaquinosa sintasa y rafinosa sintasa (Lombard et al., 2014; Anisha et al., 2011)

La a-galactosidasa (galactohidrolasa a-D-galactosido E.C.3.2.1.22) es una exo-glicosidasa que
escinde principalmente residuos terminales a-1,6-D-galactosilo unidos a una amplia gama de
sustratos incluyendo oligosacdridos de azucares de la familia de la rafinosa: rafinosa,
estaquiosa, melobiosa, verbascosa y polisacaridos de galactomananos, comode algarrobo y
goma guar. También actua sobre los glicoconjugados, glicoproteinas y glucoesfingolipidos.
Algunas de las a-galactosidasas son también conocidas para catalizar reacciones de



transgalactosilacion, especialemente a una alta concentracién de sustrato. El interés de esta
enzima se deriva de sus potenciales aplicaciones tecnoldgicas y medicinales. La aplicacién
industrial mas importante en la industria del azicar de remolacha, la industria de la pulpa y el
papel, el procesamiento de piensos. Un aumento del interés en la a-galactosidasa se puede
observar en la medicina humana, ya que se utiliza en la transformacion del grupo sanguineo,
el tratamiento de la enfermedad de Fabry y en el xenotranspolante (Carrera-Silva et al., 2006;
Gote et al., 2006).

Las bacterias lacticas (LAB) son bacterias Gram-positivas, no esporuladas, aerotolerantes, que
muestran un metabolismo fermentativo cuyo principal producto final es el acido lactico. Esta
clasificacién funcional incluye una variedad de géneros industrialmente importantes
Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc y
Oenococcus (Bachmann et al., 2017). La fermentaciéon de los alimentos se ha empleado
durante milenios como un proceso para prolongar la vida util y mejorar la funcionalidad,
textura y sabor de productos alimenticios. Los métodos han evolucionado desde la
fermentacion espontanea de la poblacién microbiana indigena hasta la presencia de cultivos
iniciadores con atributos conocidos (Hill et al., 2017). Hoy en dia, las LAB desempefian un papel
muy importante en el suministro mundial de alimentos, realizando las principales
conversiones de productos lacteos fermentados, carnes y verduras. LAB también son
importantes para la produccidon de vino, café, cacao, masa fermentada y numerosas
fermentaciones de alimentos indigenas (Makarova et al., 2006).

Lactobacillus plantarum es un organismo heterofermentativo facultativo capaz de utilizar una
amplia variedad de fuentes de carbono. Desde la secuenciacién completa en 2003 de las 3.3
Mb de su genoma (Kleerebezen et al., 2003), L. plantarum WCFS1 se ha convertido en uno de
los lactobacilos mas estudiados (Van den Nieuwboer, Van Hemert, Claassen, & de Vos, 2016).
Se trata de una de las bacterias lacticas con mayor genoma, lo que se relaciona con la gran
variedad de azlcares que puede metabolizar. La mayoria de los genes implicados en estas
funciones se concentran en una region cercana al origen de replicacion denominada “lifestyle
adaptation island” (Molenar et al., 2005). Se trata por tanto de una especie muy versatil que
es posible encontrar en diversos nichos ecoldgicos, como vegetales, carnes, pescado y lacteos
fermentados, asi como en el tracto gastrointestinal humano (Siezen et al., 2011). El genoma
publicado de L. plantarum WCFS1 contienen varios genes clasificados en la familia 36 glicosil
hidrolasas que codifican enzimas con posible funcion fosfo-a-glucosidasa. A pesar de que el
metabolismo de carbohidratos es un proceso clave para el crecimiento de L. plantarum tanto
en ambientes moleculares como durante el procesamiento de alimentos, existen muy pocos
estudios moleculares al respecto (Michlmayr & Kneifel, 2014).

Objetivos

Las enzimas con actividad glicosidasa son muy importantes en la industria alimentaria puesto
gue, ademas de mejorar las caracteristicas organolépticas de los alimentos, incrementan la
seguridad alimentaria y la disponibilidad de compuestos con propiedades beneficiosas para la
salud. A pesar de que en la actualidad ya existen enzimas comerciales capaces de catalizar
reacciones de glicosilacion, su actividad se ve limitada por ciertos pardmetros fisico-quimicos
a los que tienen que someterse durante el procesamiento. Este trabajo pretende aumentar el
conocimiento de glicosidasas en L. plantarum y caracterizar bioquimicamente alguna de las



enzimas. Mediante un andlisis bioinformatico se identificé la proteina Lp_3485 como una
posible a-galactosidasa, aunque se puede predecir el tipo de reaccidn de una determinada
enzima es muy dificil determinar el sustrato sobre el que actua. Con el fin de comprobar que
efectivamente se trataba de una enzima a-galactosidasa se llevd a cabo la clonacion de dicho
gen y la obtencién de la proteina soluble para posteriormente realizar su caracterizacién
bioquimica.

Objetivos concretos:

1. Clonacién e hiperexpresion del gen Ip_3485
2. Produccidn y purificacion de la proteina Lp_3485
3. Caracterizacion bioquimica de la proteina Lp_3485

Materiales y métodos
1. Estirpes bacterianas, plasmidos y oligonucleodtidos

Para el desarrollo de este trabajo se han empleado las estirpes bacterianas, los pldsmidos y
los oligonucledtidos sintéticos indicados en las Tabla 1, Tabla 2 y Tabla 3.

Tabla 1. Estirpes bacterianas, plasmidos y oligonucledtidos sintéticos empleados.

Estirpe bacteriana Referencia

Lactobacillus plantarum WCFS1 (Kleerebezen et al., 2003)
Escherichia coli
DH10B (Durfee et al., 2008)
BL21(DE3) (Studier et al., 1990)

Tabla 2. Plasmidos oligonucledétidos sintéticos empleados.

Plasmido Genotipo/ Fenotipo relevante Referencia
pURI3-Cter ApR (resistencia a Ampicilina) (Curiel et al., 2011)
pURI3-Cter-Lp_3485 ApR (resistencia a Ampicilina) Este estudio

Tabla 3. Oligonucledtidos sintéticos empleados.

Nombre Secuencia5’ > 3’ Referencia
1699 TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCAGTAACGTTGCAGCAAACTT @ Este estudio
1700 GCTATTAATGATGATGATGATGATGGTCCTTAGCCTTGAAGTAATGTAC | Este estudio

2. Medios y condiciones de cultivo

La cepa de L. plantarum WCFS1 se cultivd a 30°C sin agitacién en medio liquido Man, Rogosa
y Sharpe (MRS) (de Man et al., 1960).

E. coli DH10B se empled para la propagacion del plasmido, mientras que E. coli BL21 (DE3) se
utilizé para la expresién del gen de interés. Ambas estirpes se cultivaron a 37°C con agitacion
en medio liquido Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989). Para los cultivos en medio sélido
se afiadio agar al 1.5%. A los que se afiadié ampicilina a una concentracién final de 100 pg/ml.



3. Técnicas de ADN
3.1. Extraccion de ADN cromosdmico

El ADN cromosdmico de L. plantarum WCFS1 se aislo utilizando el siguiente protocolo:

L. plantarum WCFS1 se cultivdé en 10 ml de caldo MRS a 30°C durante 48 horas. Las células,
que se sedimentaron por centrifugacién a 12500 x g durante 15 minutos, se lavaron con 500
pl de TES (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, pH 8.0) y se centrifugaron durante 4
minutos a 12000 rpm en la microcentrifuga Universal 32 R (Hettich). Para llevar a cabo la
ruptura de las células, el sedimento se resuspendié en 600 pl de solucién TE (Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8.0) que contenia 10 mg/ml de lisozima (Sigma-Aldrich®) y se incubd durante
30 minutos a 37°C. A continuacion, se afiadieron 80 pl de SDS al 20% y 10 ul de proteinasa K
(20 mg/ml) (Sigma-Aldrich®), se incubd a 37°C durante 30 minutos para la degradacion de las
proteinas presentes. Seguidamente, la preparacién de ADN se purificéd llevando a cabo dos
extracciones con solventes organicos. En primer lugar, se realizé una extraccién con
fenol:clorofomo:alcohol isoamilico (25:24:1) para desproteinizar, seguida de una segunda
extraccidon con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) para limpiar todas las trazas de fenol. En
cada extraccidn, las fases se separaron mediante centrifugacion a 12000 rpm durante 15
minutos en la microcentrifuga Universal 32 R (Hettich). La fase acuosa, que contiene el ADN,
se separd y se le afiadido NaCl 5 M en proporcidn 1:25. Para precipitar el ADN cromosdmico, se
afadieron dos volumenes de etanol 100% frio (-20°C) y el tubo se mezcld por inversidén hasta
observar el ADN precipitado. Este se lavé con etanol al 70% vy se dejé secar al aire (Vaquero et
al., 2004). Finalmente, el ADN se resuspendié en tampdn TE y se conservo congelado a -20°C
hasta su uso.

3.2. Amplificacion de secuencias de ADN mediante PCR

La reaccion de amplificacidn se llevd a cabo en un volumen final de 50 ul, conteniendo: la ADN
polimerasa PrimeSTAR HM (Takara) a una concentracion final de 1.25 U/ul, el tampén de
reaccion recomendado para esta polimerasa con MgCl2 5 mM, desoxinucledtidos (ANTPs) a
una concentracion final de 0.2 mM, ADN molde y los oligonucledtidos a una concentracion
final de 0.3 pl como cebadores.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en el termociclador Personal (Eppendorf) y
consistieron en 30 ciclos de tres fases cada uno: fase de desnaturalizacion de ADN a 98°C
durante 10 segundos, una fase de hibridacién de los oligonucledtidos con el ADN molde a 55°C
de 5 segundos y una elongacién de ADN realizada a 72°C durante un tiempo proporcional al
tamafio del fragmento a amplificar (1Kb/min).

3.3. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

El producto amplificado en la reaccion de PCR se analizé mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0.7% en tampdn TAE (Tampdn Tris-HCI 40 mM; acido acético 20 mM; EDTA 2 mM,
pH 8.0) (Sambrook et al., 1989), el cual se empled también como electrolito. Las muestras a
cargar en los geles contenian, en una proporcién 5:1, los productos de PCR y una solucion
compuesta por azul de bromofenol al 0.25%, xilencianol FF al 0.25% y glicerol al 30% en agua.
La electroforesis se realizé a 100 V.



Una vez finalizada, los geles se tifiieron con GelRed™ Nucleic acid Gel Stain (Biotium) a una
concentracion final 3X en agua con NaCl 0.1 M. Los fragmentos de ADN se detectaron
mediante transiluminacion ultravioleta (A=302 nm) en un equipo Molecular Imager®
ChemiDoc™ XRS+ Imaging System (Bio-Rad). Como marcador de tamafio se utilizé el ADN del
fago Lambda cortado con EcoT14l (Takara).

3.4. Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

Para extraer y purificar el ADN producto de la PCR, contenido en el gel de agarosa, se utilizé
el Kit QIAquick Gel extraction (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este Kit esta
compuesto por una membrana de silice y por tampones de salinidad variable, que permiten
la adsorcién del ADN a la columna y su elucidn tras el lavado.

3.5. Método de clonacién independiente de ligacién (LIC)

En este estudio se utilizé el vector de expresiéon pURI3-Cter de la familia pURI (Curiel et al.,
2011) para relizar la clonacién del gen de interés mediante el método de clonacidn
independiente de ligacidon (LIC) (de las Rivas et al., 2007).

El vector pURI-3Cter presente la secuencia lider para la expresion de proteinas tras la regiéon
RBS, constituida por un residuo de metionina en el extremo amino terminal y la cola de
afinidad que codifica seis residuos de histidina se localiza 280 pb detras del mencionado
residuo de metionina, seguida de cuatro codones de terminacién en tdndem, como se muestra
a continuacién en la Figura 1. De esta forma el carboxilo terminal del gen clonado presenta
una cola de 6 Histidinas seguidas de 4 codones de terminacién en tandem.

T7 promoter

GATAGACTTCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGARATAATTTTGT

RBS Ndel
TR AC T T TAAGARGGAGAT ATAC ATATG C TG TAC T G TAATCGCTATCATTTTGGCGEGACACCTGED
M
Nd N H C
ain H ATG fis L
KLl S| ATCAGCCCCGCTAACCCTGOGGCCCAAAATCEGGTATACTGAACCTARCTCTTAGTAGARAGTAGETCAG
GTC T'GGC ! T CRAGGRAATTCGCGAACTCGTCGET C AT Coe C
pURI3-Cter

(2.7 kby I
IGETGGTCT GG TGACCAACGAGCGACACGAGGC TTTACTGAATCTG CTACGCACATCAT TCA
R
AP\‘ A HindITI Clal B

Figura 1. (A) Representacion esquematica del vector de expresién pURI3-Cter (2642 pb). (B) Secuencia del vector
pURI3-Cter, donde se muestra la cola de 6 His en el extremo C-terminal seguido por los cuatro codones Stop, que
aparecen sefialados con asteriscos. La secuencia lider de expresién se encuentra controlada por la polimerasa T7
promotor @ en pURI3-Cter. Los sitios de restriccion estdn indicados en la secuencia de nucledtidos con un
subrayado: Nd, Ndel, N, Notl, H, Hindlll y Clal.

Para llevar a cabo la clonacion se amplificé el gen de interés con la ADN polimerasa
PrimeSTAR™ HS (Takara) utilizando los oligonucleétidos 1699 y 1700 (Tabla 3) disefiados con
extremos 5’ complementarios a regiones presentes en el vector de expresién pURI3-Cter. De
esta manera, en una segunda amplificacién utilizando el vector como molde y el gen
amplificado como cebador, los extremos 5’ hibridan en el plasmido, permitiendo a la enzima



ADN polimerasa copiar el resto del plasmido con la consiguiente insercién del gen de interés
en el mismo.

Para seleccionar los plasmidos que contienen el gen de interés se realizé una digestién de la
mezcla anterior con la enzima Dpnl (Roche) durante 10 horas a 37°C, ya que éstos no
presentan secuencias metiladas y no son digeridos por dicha enzima. La enzima se inactivd
mediante una incubaciéon a 65°C durante 25 minutos, y una vez inactivada, las células
competentes de E. coli DH10B se transformaron con el producto de la digestion.

3.6. Transformacion genética de E. coli

Para llevar a cabo la transformacién genética de las cepas de E. coli DH10B y BL21 (DE3), se
partié de células competentes obtenidas mediante el método de cloruro de rubidio (Hanahan,
1983), las cuales estaban conservadas en alicuotas de 200 pl a -80°C. La transformacion se
realizé incubando 200 ul de células competentes durante 15 minutos en hielo con 10 pl de la
digestion anterior, en el caso de E. coli DH10B, y 3 ul de plasmido puro, en el caso de BL21
(DE3). Posteriormente se llevé a cabo un choque térmico durante 3 minutos a 37°C, y
finalmente una incubacidn de 5 minutos en hielo. A continuacién, se afadié 1 ml de LB y se
incubd a 37°C durante una hora. Finalmente, para seleccionar las células transformadas, el
producto de la transformacion se sembrd en placas de LB suplementadas con 100 pg/ml de
ampicilina, que se incubaron durante 24 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo, se pudo
observar el crecimiento de colonias transformadas.

3.7. Extracciéon de ADN plasmidico

Para verificar que las células de E. coli DH10B se habian trasformado con el plasmido
recombinante que contenia el gen de interés, las colonias obtenidas se sometieron a un
método rapido de extraccidn de plasmidos basado en el protocolo desarrollado por Sekar
(Sekar, 1987). Para llevar a cabo la extracciéon de ADN plasmidico, la colonia se cogié con una
punta estéril y se resuspendié en 20 ul de una solucién que contenia lisozima 0.5 mg/ml, EDTA
25 mM pH 8.0; Tris-HCI 25 mM pH 7.5; RNAsa 0.1 mg/ml, azul de bromofenol, 0.02% y glicerol
11.5%. Esta mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos, posteriormente
se afadieron 5 pl de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se agitd vigorosamente.
La mezcla se centrifugd a 13000 rpm durante 2 minutos para que se separaran las dos fases.
De la fase superior acuosa, que contenia ADN, se cargaron 9 ul en un gel de agarosa al 0.7% y
se realizd una electroforesis convencional. Las células transformadas con los plasmidos
recombinantes se seleccionaron mediante la diferencia de tamafio con respecto al ADN
plasmidico original debido a la presencia del gen clonado.

3.8. Secuenciacion de ADN y analisis de la informacion

Para comprobar que los plasmidos seleccionados en el paso anterior contenian en el gen
Ip_3485, el ADN plasmidico se mandd a secuenciar al servicio de secuenciacién Secugen
(http://www.secugen.es). La secuencia obtenida se compard con la del gen de interés
mediante alineamientos de secuencias, empleando el programa Clustal W2 (Larkin et al.,
2007). Finalmente, tras comprobar que el pldsmido tenia insertado el gen Ip_3485 con la
secuencia inalterada, se procedié a la transformacidn genética de E. coli BL21 (DE3) (apartado
3.6 de materiales y métodos) para expresar el gen de interés.
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4. Técnicas de proteinas
4.1. Hiperproduccion de la proteina recombinante

Para la hiperexpresion del gen Ip_3485, insertado en el vector de expresidon pURI3-Cter, se
utilizé la cepa de E. coli BL21 (DE3), ya que contiene la RNA polimerasa T7 del fago defectivo
DE3. Estas células transformadas con los pldasmidos recombinantes se cultivaron en medio LB
suplementado con ampicilina a una concentracion final de 100 pg/ml. Las condiciones de
hiperproduccion escogidas fueron las siguientes: cuando el cultivo alcanzé una densidad
Optica a 600 nm de entre 0.4-0.6, se indujo la hiperexpresion del gen mediante la adicién de
IPTG a una concentracion final de 0.4 mM. Se ensayaron distintas condiciones de induccién
con IPTG valorando asi las condiciones &ptimas para la produccion de la proteina
recombinante. La induccion con IPTG se ensayd a 22°C, 30°C y 37°C con agitacion, durante 4
y 18 horas. Se observé que las condiciones éptimas de induccién fueron a 22°C con agitacién
durante 18 horas.

4.2. Purificacion de la proteina recombinante

Finalizado el periodo de induccién de las células de E. coli BL21 (DE3) se recogieron mediante
centrifugacién a 7000 rpom durante 10 minutos a 4°C. Las células se resuspendieron en tampdn
fosfato sédico 50 mM, NaCl 300 mM, pH7.0 y se rompieron realizando tres pases en una
prensa de French (Amicon French pressure cell, SLM Instruments) a una presion de 1000 psi.
El lisado celular resultante se sometid a centrifugacién a 15000 rpm durante 40 minutos a 4°C
en la centrifuga Thermo Scientific™ Sorvall™ RC 6 Plus Centrifuge para obtener el extracto
proteico (sobrenadante). El sobrenadante obtenido se filtré (Millipore, 0.45 um de tamafio de
poro). La proteina Lp_3485, presente en el extracto proteico, se purific6 mediante
cromatografia de afinidad mediante metales inmovilizados (IMAC) utilizando la resina Talon®
(Clontech). Para ello, el extracto proteico se puso en contacto durante 20 minutos a
temperatura ambiente con 1 ml de la resina de cobalto previamente equilibrada con tampdn
fosfato sédico 50 mM, NaCl 300 mM, pH7.0. Una vez unida la proteina a la columna, se realizd
un lavado con tampodn fosfato sédico 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7.0. A continuacién, se lavd
con tampodn fosfato sédico 50 mM, NaCl 300 mM, pH7.0 conteniendo 10 mM de imidazol para
eluir las proteinas que habian quedado unidas a la resina de forma inespecifica. Finalmente,
la proteina recombinante se eluyd con 150 mM de imidazol en el mismo tampodn,
recogiéndose en fracciones de 1 ml.

La pureza de la enzima se determind mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS (SDS-PAGE), lo cual permitié conocer las fracciones que contenian la
proteina de interés. Dichas fracciones se dializaron frente a tampdn fosfato sédico 50 mM,
NaCl 300 mM, pH7.0, a 4°C utilizando membranas de dialisis (Cellu Sep®) de 3.5 kDa de
diametro de poro. Se realizaron varios cambios de tampdn para eliminar el imidazol presente
en la muestra. A continuacién, se determind la concentracién de proteina empleando la ley
de Lambert-Beer, A = € * b * ¢, donde (A) es la absorbancia a 280 nm de la enzima purificada,
() es el coeficiente de extincidn molar (M*cm™) de la misma, (c¢) es su concentraciéon (M), y
(b) es el paso Optico de la cubeta (cm). Se utilizdé el programa Expasy
(http://web.expasy.org/protoparam/) para conocer el peso molecular y el coeficiente de
extincion molar (€) de la proteina.
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4.3. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

La electroforesis de proteinas se realizd en condiciones desnaturalizantes en presencia de
dodecilsulfato sddico (SDS). La técnica utilizada fue la descrita por Laemmli (Laemmli, 1970)
utilizando geles de poliacrilamida a una concentracién de acrilamida del 10%. Las muestras
que contenian la proteina a resolver se hirvieron durante 5 minutos a 80°C en presencia de
un tampoén Tris-HCl 125 mM pH6.8, SDS 4%, B-mercaptoetanol 10%, glicerol 20% y azul de
bromofenol 0.04 mg/ml. Como marcador de peso molecular se empled SDS-PAGE Molecular
Weight Standards, Broad Range 161-0317 (BioRad). La electroforesis se realizé a temperatura
ambiente, utilizando como electrolito el tampdn Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1%.

Las proteinas presentes en los geles se tifieron con azul brillante de Coomassie R-250 (Sigma-
Aldrich®). Finalmente, los geles se destifieron con una solucién que contenia metanol al 25%
y acido acético al 10%. Las proteinas se detectaron con epiiluminacién con luz blanca en el
equipo Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS+ Imaging System (BioRad).

5. Caracterizacion bioquimica de la glicosidasa Lp_3485
5.1. Deteccion de la actividad glicosidasa. Especificidad de sustrato

La actividad glicosidasa de la enzima Lp_3485 se determind empleando un método
colorimétrico estandar que utiliza glicdsidos sintéticos unidos a 4-nitrofenilo (para-nitrofenilo,
pNF). La hidrélisis del enlace glicosidico como consecuencia de la actuacién enzimatica libera
p-nitrofenol, que, al ser de color amarillo, puede cuantificarse por medida de la absorbancia
a 420 nm. Una desventaja de este método colorimétrico es la sensibilidad de los sustratos
empleados al imidazol, lo que imposibilita la utilizacién de proteinas eluidas directamente de
las resinas de afinidad a metales (Kuznetsova et al., 2005) y hace necesaria una dialisis previa
(apartado 4.2 de materiales y métodos). Los sustratos empleados fueron los mostrados en la
Tabla 4.

Tabla 4. Sustratos ensayados en el screening

4-nitrofenil-a-D-galactopirandsido | 4-nitrofenil-a-L-ramnopirandsido 4-nitrofenil-B-D-maltdsido
4-nitrofenil-a-D-glucopirandsido 4-nitrofenil-B-D-celobiosa 4-nitrofenil-B-D-manopirandsido
4-nitrofenil-a-D-maltopentadsido 4-nitrofenil-B-D-fucopirandsido 4-nitrofenil-B-D-ribofurandsido
4-nitrofenil-a-D-maltdsido 4-nitrofenil-B-D-galactopirandsido 4-nitrofenil-B-D-xilopirandsido
4-nitrofenil-a-D-manopiranésido 4-nitrofenil-B-D- 4-nitrofenil-B-D-fucopirandsido
galactopirandésido-6-fosfato
4-nitrofenil-a-D-xilopirandsido 4-nitrofenil-B-D-glucopirandsido 4-nitrofenil-N-acetil-a-D-
galactosaminida
4-nitrofenil-a-L- 4-nitrofenil-B-D-glucopirandsido- 4-nitrofenil-N-acetil-a-D-
arabinofurandsido 6-fosfato glucosaminida
4-nitrofenil-a-L-arabinopirandsido 4-nitrofenil-B-D-glucurdnido 4-nitrofenil-N-acetil-B-D-
galactosaminida
4-nitrofenil-a-L-fucopirandsido 4-nitrofenil-B-D-lactopirandsido 4-nitrofenil-N-acetil-B-D-

glucosasaminida

La reaccidn enzimatica se realizd incubando a 30°C durante 10 minutos muestras consistentes
en 4 ug de la enzima Lp_3485 en presencia de los sustratos a una concentracion final de 10
mM, en tampdn fosfato sédico 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7.0 (volumen final de reaccién de
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75 ul). A continuacién, se afiadieron 75 pl de carbonato sédico 1M pH 9. Dicho tampdn,
detiene la reaccion. La cuantificacion de la actividad glicosidasa se determind
espectrofotométricamente valorando la cantidad de p-nitrofenol liberado a 420 nm.
Paralelamente se llevé a cabo un control de la reaccion sin enzima para valorar la hidrdlisis
espontanea de los sustratos. Todos los ensayos se realizaron por triplicado El
espectrofotémetro empleado fue UVmini-1240 UV-Vis Spectrophotometer (Shimadzu).

La actividad especifica, que son los moles de p_nitrofenol producidos por minuto por mg de
proteina, se determind a partir de la absorbancia media de la reaccidn estandar. La
concentracién de p-nitrofenol se hallé empleando la ecuacién de Lambert-Beer, conociendo
el coeficiente de extincién molar del p-nitrofenol (9311 M cm™) y el paso dptico (0.43 cm), y
se calcularon los moles de p-nitrofenol teniendo en cuenta que el volumen de reaccién es de
150 pl. El tiempo de reaccion fue de 10 minutos y se emplearon 4 ug de proteina en el ensayo.

5.2. Estudio cinético de la actividad a-galactosidasa

Para determinar los pardmetros cinéticos, constante de Michaelis-Menten (Km) y velocidad
maxima (Vmax) se utilizé el lector de microplacas EPOCH|2 MICROPLATE READER (Biotek®) y el
Software de analisis de datos Gen 5 versidn 2.06. Se analizaron mezclas de reaccién de un
volumen final de 150 ul en las que se vario la concentracion de p-NFG (0.1; 0.25; 0.35; 0.5; 1;
2; 3; 4; 5; 6), el cual se disolvié en tampdn fosfato sédico 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7.0. La
cantidad de enzima afiadida fue 4 ug. Se programé el lector para que la reaccién se llevase a
30°C, tomase medidas a 420 nm de cada una de las mezclas de reaccién cada 30 segundos
durante 10 minutos y para que agitase las muestras entre cada una de las medidas realizadas.
Para realizar la representacion grafica de los datos obtenidos y el posterior analisis de la
cinética enzimatica, se empled el programa SigmaPlot, versién 12.5.

5.3. Efecto de aditivos en la actividad a-galactosidasa

Se estudid el efecto que tenian diferentes aditivos sobre la actividad a-galactosidasa de
Lp_3485 de L. plantarum WCFS1. Dentro de estos aditivos, se ensayaron las sales ZnCl,, HgCl,
CaCly, KCl'y MgCly; los surfactantes no idnicos Tween 20, Tween 80 y Tritén X-100; la urea, el
dimetilsulféxido (DMSO) como agentes desnaturalizantes (caotrdpicos), el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) como agente quelante de divalentes; B-mercaptoetanol
como agente reductor que rompe los enlaces disulfuro. Las mezclas de reaccion analizadas
contenian 4 pg de la proteina en tampdn fosfato sddico 50 mM pH 7.0, 6 ul de sustrato p-NFG
12.5 mM vy el aditivo a una concentracidn final de 1 mM. Esta reaccidn se incubé durante 10
minutos a 37°C. A continuacion, se afiadieron 75 ul de carbonato sédico 1M pH 9 y se midié
la absorbancia a 420 nm. Las actividades resultantes se compararon con la actividad de la
enzima en una mezcla de reaccioén sin aditivo, sometida a las mismas condiciones.

5.4. Efecto del pH

Para determinar el efecto del pH sobre la actividad enzimatica de |la a-galactosidasa Lp_3485,
se emplearon diferentes tampones a una concentracién final de 50 mM. Tampdn citrato para
el pH 3, tampodn acetato para los pH 4 y 5, tampodn fosfato sédico para los pH 6.5y 7, tampdn
Tris para el pH 8 y tampdn glicina para el pH 9. Los 75 pl de la mezcla de reaccién, que contenia
6 ul de sustrato pNFG 12.5 mM, 4 pg de la enzima y el tampdn correspondiente en cada caso,

11



se incubaron a 37°C durante 10 minutos. A continuacion, se detuvo la reaccion afiadiendo 75
pl de tampdn carbonato sédico 1 M pH 9 y se midid la absorbancia a 420 nm en el lector de
placas.

5.5. Efecto de la temperatura

Para determinar el efecto de la temperatura sobre la actividad enzimdtica de la a-
galactosidasa Lp_3485, se analizé ensayando las siguientes temperaturas de incubacién: 4°C,
22°C, 30°C, 37°C, 45°C y 65°C durante 10 minutos. Las mezclas de reaccién contenian 64 pl de
tampon fosfato sédico 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7.0, 6 ul de sustrato p-NFG 12.5 mM vy 4 ug
de la enzima. A continuacion, se detuvo la reaccién afiadiendo 75 ul de tampdn carbonato
sddico 1 M pH 9 y se midio la absorbancia a 420 nm en el lector de placas.

5.6. Ensayo de la estabilidad térmica de la a-galactosidasa

Para determinar la estabilidad térmica sobre la actividad enzimdtica de la a-galactosidasa
Lp_3485, la proteina se incubd a 22°C, 30°C, 37°C, 45°C y 65°C durante un periodo total de 24
horas. Se tomaron alicuotas de 4 ug de la proteina incubada en los tiempos 0 minutos, 30
minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas y 24 horas. Estas alicuotas se afiadieron a la mezcla
de reaccién que contenia tampdn fosfato sédico 50 mM, NaCl 300 mM pH 7.0y 6 ul de sustrato
p-NFG 12.5 mM. La reaccidn se llevd a cabo a 30°C durante 10 minutos. A continuacidn, se
detuvo la reaccién afiadiendo 75 pl de tampdn carbonato sédico 1 M pH 9 y se midié la
absorbancia a 420 nm en el lector de placas. Para tener un valor de actividad de referencia, se
llevé a cabo una reaccién, en las mismas condiciones que se acaban de citar, en la que la
enzima afiadida no habia sido sometida a incubacién y se encontraba a una temperatura de
4°C.

Para todas las condiciones ensayadas durante la caracterizacidn bioquimica de la a-
galactosidasa (cinética, efecto de aditivos, pH, temperatura y estabilidad térmica), las
reacciones se realizaron por triplicado y se emplearon controles que se sometieron a las
mismas condiciones de reaccion y que contenian todos los compuestos presentes en cada una
de las mezclas de reaccion, salvo la enzima.

Resultados y discusion
1. Clonacion y transformacion del gen

El gen Ip_3485 contiene 2214 pb y fue clonado en el vector pURI3-Cter utilizando los
oligonucleétidos 1699 y 1700 (Tabla 3), que fueron disefiados para amplificar el gen
afiadiendo a sus extremos 5’ nucledtidos que hibridan con el vector de expresion pURI3-Cter
para llevar a cabo una estrategia de clonacidn independiente de ligacion (de las Rivas et al.,
2007) descrito en el apartado 3.5 de materiales y métodos.

En la Figura 2 se muestra el fragemento de ADN correspondiente al gen Ip_3485 amplificado
mediente PCR. Se muestra un gel de agarosa al 0.7% donde se observd la banda con el tamafio
esperado del gen.
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Figura 2. Amplificacidn mediante PCR del fragmento del gen Ip_3485 utilizando los oligonucledtidos 1699 y 1700.
En el primer carril se encuentra el marcador de tamafios A T14 (Takara) y en el segundo carril se aprecia la banda
correspondiente al gen Ip_3485.

A continuacidn, se realizo la transformacién de la cepa de E. coli DH10B con el producto de la
digestion. Las células transformadas se chequearon en un gel de agarosa al 0.7% para buscar
aquellas que contenian el plasmido recombinante pURI3-Cter-Ip_3485 (Figura 3). Se
observaron varias colonias positivas (carriles 3, 4, 6, 7 y 8), que, al contener el pldsmido con el
inserto, presenta un mayor tamafio que las colonias negativas (carril 5). Una de estas colonias
positivas, se mandd a secuenciar para confirmar que teniamos el gen sin ninguna mutacion.
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Figura 3. Chequeo de las construcciones pURI3-Cter-Ip_3485 mediante el método de extraccidon rdpida de
pldsmidos. (1) marcador de peso molecular A T14 (Takara), (2) control pURI3-Cter, (3-8) ADN plasmidico de las
colonias seleccionadas.

A continuacién, se secuencié el pldsmido recombinante, y una vez verificada la secuencia se
transformé la cepa E. coli BL21 (DE3) con plasmido pURI3-Cter-Ilp_3485, con el fin de
hiperproducir la proteina correspondiente.
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2. Hiperproduccion y purificacién

La cepa BL21 (DE3) con el plasmido pURI3-Cter-lp_3485 se cultivé en medio LB con ampicilina
(100 pg/ml), y una vez el cultivo alcanzé 0.4 de densidad éptica a 600 nm, se ensayaron
distintas condiciones de induccién con IPTG valorando asi las condiciones éptimas para la
produccién de la proteina recombinante. Se observd que las condiciones éptimas de induccién
fueron a 22°C con agitacidonb durante 18 horas. Las células se recogieron por centrifugacién
(apartado 4.2 de materiales y métodos). Una vez rotas con la prensa de French, se llevd a cabo
la purificacién de la proteina Lp_3485 mediante una cromatografia de afinidad a cobalto
gracias a la cola de 6 histidinas presente en el extremo C-terminal de la proteina. La proteina
se eluyé con imidazol 150 mM y se recogieron fracciones de 1 ml. Se realizé una electroforesis
en geles SDS-PAGE con 10% de acrilamida para comprobar la hiperproduccién de la proteina
recombinante. A continuacidn, se realizé una didlisis a la proteina para eliminar el imidazol.

En la Figura 4 se comprobd que tanto en el extracto proteico obtenido de las células de E. coli
BL21 (DE3) transformadas con el plasmido recombinante, como en las diferentes fracciones
que fueron eluidas de la columna con imidazol, aparece la banda que se corresponde con la
proteina Lp_3485 recombinante, con un tamafio aproximado de 83.6 kDa. Por otro lado, como
era de esperar, la proteina de interés no aparece en el carril 4, que pertenece a la primera
elucién de la columna, que contiene otras proteinas que no presentan afinidad por la resina.
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Figura 4. Hiperproduccion y expresion de la proteina Lp_3485 recombinante de Lactobacillus plantarum en gel
SDS-PAGE con un 10% de acrilamida. (1) marcador de peso molecular Broad Range (Bio-Rad), (2) Control
negativo: extracto proteico de E. coli BL21 (DE3) transformadas con el plasmido pURI3-Cter sin inserto, (3)
extracto proteico procedente de células de E. coli BL21 (DE3) p-URI3-Cter con el inserto del gen de interés, (4)

fraccion eluida no retenida en la resina de afinidad, (5-10) fracciones eluidas de la columna de afinidad con
imidazol (150 mM). La proteina Lp_3485 esta sefialada con una flecha.

Una vez que se comprobd la pureza de la proteina, se dializd para eliminar los restos de
imidazol, ya que puede interferir en los ensayos de actividad enzimatica. Tras la didlisis, se
calculé el rendimiento de la purificacion, es decir, se calculd la cantidad de proteina que se
obtuvo a partir del cultivo realizado (1 L). Para ello, se midié la absorbancia a 280 nm, que fue
de 1.6. Sabiendo que el coeficiente de extincion molar estimado por ProtParam (Wilkins et al.,
1999) para la proteina Lp_3485 es de 103000 M cm™ y su peso molecular de 83.6 kDa y
aplicando la ley de Lambert-Beer, se calculé el rendimiento de la purificacién como se muestra
a continuacion.
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Abs (280 nm) * 1 cm (paso Optico)
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= mg proteina/l
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1.564 % 1
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3. Caracterizacion bioquimica de la glicosidasa Lp_3485 de L. plantarum WCFS1
3.1. Actividad glicosidasa de Lp_3485

* 83600 * 10 = 12.7 mg de proteina Lp_3485 por cada l de cultivo

Para conocer los sustratos sobre los que actua la proteina Lp_3485, se evalué la actividad
glicosidasa frente a 27 sustratos derivados del p-nitrofenilo, disponibles comercialmente

(Tabla 4). Para ello, se utilizé el método colorimétrico descrito anteriormente (apartado 5.1 de
materiales y métodos).
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Figura 5. Especificidad de sustrato de Lp_3485 frente a 27 sustratos glicosidicos derivados del p-nitrofenilo (10
mM). La actividad enzimatica a-galactosidasa se considerd el 100% de la actividad.

Para poder analizar los datos se relativizé dando el valor de 100% a la maxima absorbancia
obtenida frente a los diferentes sustratos. La proteina Lp_3485 solo fue activa frente al
sustrato pNF-a-D-Gal (Figura 5). Por tanto, la caracterizacién de la proteina se realizé para
esta actividad a-galactosidasa.

La proteina Lp_3485 purificada presentd una actividad especifica a-galactosidasa de 2.56
U/mg (umol/min/mg). Por ejemplo, la actividad especifica de la a-galactosidasa de
Lactobacillus fermentum es de 0.21 U/mg, que es una actividad bastante menor a la que
presenta nuestra proteina. Sin embargo, la actividad especifica de la a-galactosidasa de
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Lactobacillus curvatus es de 5.71 U/mg, siendo una actividad bastante mayor de la que
presenta nuestra proteina. Como se pude ver, las actividades de las a-galactosidasas de
diferentes especies de Lactobacillus son muy diferentes entre ellas (Yoon & Hwang, 2008;
Carrera-Silva et al., 2006).

3.2. Parametros cinéticos de Lp_3485

Se realizaron ensayos cinéticos con la enzima Lp_3485 y el sustrato pNFG. Se determinaron
los valores de la constante de Michaelis-Menten (Ku) vy la velocidad maxima (Vmax) de esta
proteina. Se empelé el lector de microplacas y el software de andlisis de datos Gen 5, versién
2.06, para calcular la absorbancia a 420 nm/min de cada una de las mezclas de reaccion que
contenian diferentes concentraciones de pNFG. La cinética de la enzima Lp_3485 se
correspondia con la clasica de Michaelis-Menten (Figura 6). De la ecuacion de la hipérbola,
f =4.609x/(1.966 + x) se obtuvieron los valores de la constante de Michaelis-Menten y de
la velocidad maxima, siendo Km 1.966+0.703 mM, Vimax 43.1340.555 umol min mg?y (x) la
concentracion de pNFG. A partir de estos datos, se calculd la Ket y la eficacia catalitica
(Kcat/Kwm), siendo Keat 3619.247 min y la eficacia catalitica (Kcat/Km) 1840.919 mM™ min2.

Estudios previos de caracterizacion de a-galactosidasas han calculado pardmetros cinéticos y
obtenido eficacias cataliticas muy superiores, como es el caso de la a-galactosidasa de Bacillus
stearothermophilus, que presenta una eficacia catalitica de 260000 mM™? minl. Este
pardmetro es la relacion entre la constante catalitica (Kcat), que describe la velocidad de la
reaccidén enzimatica en condiciones de saturacién por sustrato, y la constante de Michaelis-
Menten (Kwm), que es un indicador de la afinidad de la proteina por el sustrato. En el caso de la
proteina Lp_3485 el valor de Kv es de 1.97 mM, siendo mayor que valores hallados para la
proteina del ejemplo anterior (0.5 mM), por lo que la proteina Lp_3485 al tener una mayor Ky
presenta menos afinidad por el sustrato que la proteina del estudio anterior. En cuanto a la
Kcat, se obtuvo un valor de 3619.25 min'! es menor que en el caso del estudio anterior (130000
min!) (Gote et al., 2006).
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Figura 6. Velocidad (absorbancia 420nm/min) de la reaccidén enzimatica de Lp_3485 de L. plantarum WCFS1
frente a diferentes concentraciones de pNFG (0.1 a 6 mM). (—) Ajuste hiperbdlico a la ecuacién f =
43.13x/(4.07 + x), con un coeficiente de correlacién R2 de 0.9946. Vmax 43.13 pmol min™* mg?, Km 4.07 mM.
Las reacciones se llevaron a cabo en condiciones estandar. (¢) Media de los triplicados.
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3.3. Efecto de aditivos en la actividad a-galactosidasa de Lp_3485

Se estudid el efecto de distintos iones metdlicos y otros aditivos sobre la actividad a-
galactosidasa de Lp_3485 (apartado 5.3 de materiales y métodos). Como se puede observar
en la Figura 7, el Fe?* y el Mn?* son los dos iones que son capaces de aumentar la actividad
enzimatica, de forma que su presencia eleva la actividad relativa de la enzima a un 139% y un
145% respectivamente, respecto al control (sin aditivos), esto coincide con otros
experimentos realizados en Lactobacillus reuteri, en el que también aumenta la actividad
enzimdtica en presencia de estos dos iones metalicos (Ibrahim et al., 2010). Otros iones como
el K* y el Mg?* practicamente no influyen en la actividad enzimatica, ya que su presencia
mantiene una actividad relativa de la enzima a un 91% y un 71% respectivamente, con
respecto al control (sin aditivo), esto se corresponde con la actividad enzimatica de otras
bacterias termofilas en las que su actividad a-galactosidasa tampoco se ve afectada por estos
dos iones metélicos (Schréder et al., 2017). Por ultimo, destacar los iones Hg?* y Cu?*, que
inhiben completamente la actividad de la enzima con respecto al control (sin aditivo), esto se
corresponde con otras a-galactosidasas como la de Bacillus stearothermophilus, esta
inhibicion sugiere la reaccidn de estos iones con grupos tiol y/o grupos carboxilo, amino e
imidazol de la histidina que se encuentra en el centro activo de esta enzima (Gote et al., 2006).

En el caso de los surfactantes no idnicos ensayados, el Triton-100 y el Tween 20 aumentan la
actividad enzimatica, mientras que el Tween 80 mantiene practicamente la actividad de la
enzima con respecto al control (sin aditivo). La diferencia de actividad que presenté la enzima
entre el Tween 20 y el Tween 80 probablemente se debe a la concentracién de polisorbato
monolaurato que lleva cada uno, ya que en el Tween 20 constituye un 40-60% de la mezcla 'y
en el Tween 80 constituye mas del 60% de la mezcla. Estos resultados se corresponden con
los resultados obtenidos en un ensayo de a-galactosidasa de bacterias termofilas, a excepcién
del Tween 80 en el que en este ensayo también presenta aumentada la actividad enzimatica
(Schroder et al., 2017).

En lo referente a los agentes caotrdpicos, la urea y el DMSO disminuyen en un 15% la actividad
de la enzima. Al afiadir a la reaccion el agente quelante de cationes divalentes EDTA, aumenta
la actividad de la enzima, esto tiene que ver con que las a-galactosidasas no requieren iones
metalicos para la catdlisis. La adicion del agente reductor de enlaces disulfuro [-
mercaptoetanol aumenta la actividad de la enzima. Estos resultados guardan reaccién con el
estudio que se realizd con a-galactosidasas de bacterias termofilas en el que el EDTA y el B-
mercaptoetanol también aumenta la actividad enzimatica (Schroder et al., 2017).
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Figura 7. Efecto de distintos aditivos (concentracion final 1 mM) sobre la actividad a-galactosidasa de Lp_3485
de L. plantarum WCFS1. (m) Control sin aditivo, (») iones metalicos, (m) detergentes, (m) agente quelante de
cationes divalentes (EDTA) y agente reducto (B-mercaptoetanol). Los experimentos se realizaron por triplicado,
en condiciones estandar. Las barras de error representan las desviaciones estandar, estimada de los tres ensayos
independientes. La actividad enzimatica control (sin aditivo) se considero el 100% de la actividad.

3.4. Efecto del pH

Se ensay6 la actividad enzimdtica de la proteina Lp_3485 a diferentes valores de pH. El
sustrato empleado fue el pNFG, y el intervalo de pH ensayado fue de 3.0 a 9.0 (apartado 5.4
de materiales y métodos). Los datos muestran el valor medio de tres experimentos
independientes, junto con su error relativo.

Atendiendo a la Figura 8, se puede observar que el pH dptimo de la proteina Lp_3485 es 6.5;
manteniéndose una actividad relativa superior al 90% en el intervalo de pH 4.0 a 6.5. Para el
pH 7.0 la actividad relativa de la enzima disminuye hasta aproximadamente el 80%, y a pH
superiores la actividad disminuye drasticamente. Asi, a pH 8.0 la actividad relativa es del 3.5%
y a pH 9 es de 7%, de igual forma a pH 3.0 la actividad disminuye drasticamente, presentando
una actividad relativa del 3%.

El pH 6ptimo de a-galactosidasas de otras especies de Lactobacillus varia desde de un pH
préximo al neutro a un pH acido. Para Lactobacillus curvatus se observé que presenta un pH
6ptimo a 6.5, coincidiendo con el pH dptimo que se obtuvo para la proteina Lp_3485, sin
embargo, el pH dptimo de las a-galactosidasas de Lactobacillus reuteri y Lactobacillus
fermentum, éstas presentan un pH éptimo mds acido en torno a 4.8 (Wang et al., 2014; Yoon
& Hwang, 2008; Carrera-Silva et al., 2006).
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Figura 8. Efecto del pH sobre la actividad de la proteina Lp_3485 de L. plantarum WCFS1. Los ensayos se
realizaron en condiciones estandar, utilizando 4 pg de proteina. Los datos muestran el valor medio de tres
experimentos independientes, junto con su error relativo. La actividad mdaxima observada se considerd el 100%.

3.5. Efecto de la temperatura

Se ensayd la actividad enzimdtica de la proteina Lp_3485 a diferentes temperaturas. El
sustrato empleado fue el pNFG, y el intervalo de pH ensayado fue de 4°C a 65°C (apartado 5.4
de materiales y métodos). Los datos muestran el valor medio de tres experimentos
independientes, junto con su error relativo.

Con respecto al efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica (Figura 9), los
resultados muestran que la proteina Lp_3485 purificada presenta una actividad buena a
temperaturas inferiores a los 30°C, siendo maxima a los 22°C. Esta actividad a-galactosidasa
disminuye ligeramente, hasta un valor del 75% de actividad relativa, a los 30°C. A 4°C Ila
actividad relativa se mantiene en un 96%, mientras que a temperaturas superiores a los 30°C,
la enzima pierde actividad, no alcanzando, en ninguno de los casos, la mitad de la actividad
relativa.

Comparando la temperatura éptima de esta a-galactosidasa con las temperaturas éptimas de
otras a-galactosidasas de otras especies de Lactobacillus, se observé que la temperatura
Optima para la a-galactosidasa de Lactobacillus curvatus es de 37°C y para Lactobacillus reuteri
entre 30°C y 35°C, mientras que para la a-galactosidasa de Lactobacillus fermentum es
superior a ellas, siendo la temperatura éptima de esta enzima los 50°C. Todas ellas superiores
a la temperatura dptima de la a-galactosidasa de L. plantarum ensayada en este estudio, que
fue de 22°C (Wang et al., 2014; Yoon & Hwang, 2008; Carrera-Silva et al., 2006).

19



120

100

[o]
o

Actividad relativa (%)
- )
o o

N
o

o

0 10 20 30 40 50 60 70

Temperatura (2C)

Figura 9. Efecto de la temperatura sobre la actividad de la proteina Lp_3485 de L. plantarum WCFS1. Los ensayos
se realizaron en condiciones estandar, utilizando 4 ug de proteina. Los datos muestran el valor medio de tres
experimentos independientes, junto con su error relativo. La actividad maxima observada se considerd el 100%.

3.6. Estabilidad térmica de la a-galactosidasa Lp_3485

Se analizé la estabilidad térmica de la proteina Lp_3485 de L. plantarum WCFS1, en un
intervalo de temperaturas comprendido entre 22°C y 65°C durante un periodo de incubacién
de 24 horas. El ensayo se realizé en condiciones estandar utilizando 4 ug de la proteina. La
actividad de la proteina a 4°C (sin incubacion) se considerd el valor 100% de la actividad
relativa.

Los resultados de la Figura 10 reflejan que esta a-galactosidasa pierde por completo su
actividad a los 30 minutos de incubacidn a las temperaturas de 37°C, 45°C y 65°C. En el caso
de la incubacidn a 30°C, a los 30 minutos la proteina ya presenta una actividad relativa del
40%, que va disminuyendo hasta tener un 20% de actividad relativa a las 6 horas, y que a las
24 horas ya no presenta actividad. Sin embargo, la proteina presenta estabilidad térmica a los
22°C, de manera que, a esta temperatura, su actividad relativa se mantiene en torno a un 50%
de actividad relativa a lo largo de las 24 horas de incubacion, esto quiere decir que esta
proteina es termolabil.

Comparando los datos obtenidos para la Lp_3485 con los de una a-galactosidasa de
Lactobacillus curvatus, ésta mantiene una actividad relativa por encima del 60% en el intervalo
de temperaturas de los 20°C a los 40°C, indicdndonos que es termoestable en un intervalo
mas amplio de temperaturas, mientras que la Lp_3485 solo es estable a 22°C, lo que nos indica
que es termolabil (Yoon & Hwang, 2008).
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Figura 10. Ensayos de estabilidad térmica de la proteina Lp_3485 de L. plantarum WCFS1. Las medidas de la
actividad enzimatica se realizaron a cinco temperaturas diferentes: ( —*) 22°C, ( —®) 30°C, ( —*) 37°C, (

)45°Cy (—* I) 65°C. Durante un periodo de incubacién de 24 horas. El ensayo se realizd en condiciones
estdndar, utilizando 4 pg de proteina. Los datos representan los valores medios de los tres experimentos
independientes, incluyéndose el error relativo. La actividad de la enzima a 4°C (sin incubacion) se considerd el
valor de 100% de actividad relativa.

Conclusiones

Los resultados en este trabajo permiten concluir que: (i) se ha clonado el gen Ip_3485 de L.
plantarum WCFS1 en el vector de expresion pURI3-Cter e hiperproducir de forma heterdloga
y purificar la proteina Lp_3485; (ii) se ha comprobado que la proteina Lp_3485 es una a-
galactosidasa, con una actividad especifica de 2.56 U/mg y una eficacia catalitica de 1840.92
mM-* min%; (iii) la maxima actividad relativa se encontrd en temperaturas inferiores a los 30°C,
yde pH4.0a6.5; (iv) la proteina Lp_3485 es termoldbil, ya que mantiene una actividad relativa
en torno al 50% a los 22°C, mientras que a temperaturas superiores pierde actividad; (v) en
cuanto a la adicién de aditivos, los detergentes aumenta la actividad de la proteina, en cuanto
la adicidn de iones metalicos, el Fe?* y Min?* aumentan la actividad de la enzima, el K* y el Mg?*
no afectan a la actividad de la proteina, mientras que el Hg?* y el Cu®* ejercen un efecto
negativo sobre la actividad de la proteina, el B-mercaptoetanol y el EDTA incrementan la
actividad de la proteina.
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