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RESUMEN

En el presente trabajo se caracterizaron glicosil hidrolasas (GHs) vy
permeasas fungicas implicadas en el metabolismo y transporte de azucares, con
dos aplicaciones diferentes: la produccién de etanol y la sintesis de
isomaltooligosacaridos (IMOS). Se han abordado tres objetivos especificos: 1)
desarrollar un proceso eficiente de sacarificacién y fermentacion simultanea
(SSF) de celulosa; 2) comparar distintas estrategias para la fermentacién de
celobiosa, paso critico en la fermentacién de celulosa; 3) sintetizar IMOS
utilizando como material catalitico células de levadura que producen una a-

glucosidasa de Aspergillus niger.

En el proceso propuesto de sacarificacidon y fermentacién simultdnea
celulosa, el material de partida (papel de filtro) se digirié con una preparacion
enzimatica de Trichodema reesei, y se fermentd con una cepa recombinante de
Saccharomyces cerevisiae (T500) que secreta una [-glucosidasa de
Saccharomycopsis fibuligera. La actividad B-glucosidasa, deficitaria en el céctel
celulolitico de T. reesei, mejoré el progreso de la hidrélisis de la celulosa y la
fermentacién, ya que disminuye el efecto inhibitorio causado por la
acumulacidn de celobiosa. Con este proceso se alcanzaron rendimientos de

etanol por encima de 70 g/L.

Se han comparado estrategias de hidrdlisis extracelular o intracelular de
celobiosa. Para ello, se utilizé la cepa T500 y nuevas cepas recombinantes
generadas en este estudio. En una primera aproximacion para la hidrélisis
intracelular, se ensayaron tres B-glucosidasas distintas y una permeasa de
celobiosa de Penicillium oxalicum. En los transformantes resultantes, la tasa de

crecimiento en celobiosa se vio limitada por B-glucosidasas con baja actividad



celobiasa, pero por encima de cierto valor de actividad el principal cuello de
botella fue el transporte del azlcar. Por esta razén, buscamos nuevos
transportadores de celobiosa procedentes de T. reesei. De 107 secuencias
designadas como transportadores de azlcares en el genoma de T. reesei, se
seleccionaron diez por su mayor similitud de secuencia con permeasas de
celobiosa de otros hongos caracterizadas funcionalmente y se probaron
experimentalmente. Solo una de ellas (Tr_StrC) fue capaz de facilitar el
transporte de celobiosa y permitir el crecimiento de S. cerevisiae. Finalmente,
se comparod la capacidad de fermentar celobiosa de los dobles transformantes
de levadura, con capacidad de transportar e hidrolizar intracelularmente el
disacarido, con la del transformante T500. La estrategia extracelular permitid
una tasa de fermentacion mas rapida y mayores rendimientos de etanol en
comparacion con la estrategia intracelular. La cepa T500 también fue mas

eficiente en un sistema SSF de celulosa.

Se han construido y analizado cepas recombinantes de S. cerevisiae que
expresan un gen (agl/A) que codifica una o-glucosidasa de A. niger. Los
transformantes de  levadura  produjeron  actividad  a-glucosidasa
extracelularmente, la mitad de la cual quedd asociada a células y la otra mitad
fue liberada al medio de cultivo. Usando maltosa como Unico sustrato de
partida, tras 8 h de incubacidn, el principal producto de transglicosilacion fue
panosa, pero tras 24 h el producto predominante fue isomaltosa. La isomaltosa
también predominé a tiempos cortos de reaccidn, si en lugar de sélo maltosa se
utilizaba de partida una mezcla de maltosa y glucosa. Para facilitar la sintesis de

IMOS se disefid un proceso en el cual las células de levadura pueden ser

utilizadas directamente como material catalitico. Para ello, se expresaron en S.
cerevisiae construcciones génicas del gen agl/A fusionado con el gen de levadura

SED1, en versiébn completa o truncada, que posee la secuencia GPI



(glicosilfosfatidil inositol) de anclaje a pared celular. Las enzimas hibridas
resultantes se fijaron de forma estable a la superficie celular. Las células
provenientes de los cultivos recombinantes que expresan las construcciones

aglA-SED1 se pudieron reciclar para producir IMOS en reacciones sucesivas.



ABSTRACT

In the present work, glycosyl hydrolases (GHs) and fungal permeases
involved in the metabolism and transport of sugars were characterized, with two
different applications: the production of ethanol and the synthesis of
isomaltooligosaccharides (IMOS). Three specific objectives have been addressed
in order to: 1) develop an efficient process of saccharification and simultaneous
fermentation (SSF) of cellulose; 2) compare different strategies for cellobiose
fermentation, a critical step in cellulose fermentation; 3) synthesize IMOS using,

as catalytic material, yeast cells that produce Aspergillus niger a-glucosidase.

Strategies for extracellular or intracellular hydrolysis of cellobiose have
been compared. To this end, the T500 strain and new recombinant strains
generated in this study were used. In a first approach for intracellular hydrolysis,
three different B-glucosidases and a cellobiose permease from Penicillium
oxalicum were tested. In the resulting transformants, growth rate in cellobiose
was limited by B-glucosidases with low cellobiase activity, but above a certain
activity value the main bottleneck was sugar transport. For this reason, we
searched novel cellobiose transporters from T. reesei. Among 107 sequences
designated as sugar transporters in the genome of T. reesei, ten were selected
based on their higher sequence similarity with functionally characterized
cellobiose permeases from other fungi and experimentally tested. Only one of
them (Tr_StrC) was able to facilitate cellobiose transport and to allow growth of
S. cerevisiae. Finally, the ability to ferment cellobiose of the double yeast
transformants, capable of transporting and hydrolyzing the disaccharide
intracellularly, was compared with that of the transformant T500. The

extracellular strategy allowed a faster fermentation rate and higher ethanol



yields compared to the intracellular approach. The T500 strain was also more

efficient in a cellulose SSF system.

Recombinant strains of S. cerevisiae expressing a gene (aglA) encoding
an a-glucosidase from A. niger have been constructed and analyzed. The yeast
transformants produced a-glucosidase activity extracellularly, half of which was
cell-associated and the other half was released into the culture medium. Using
maltose as the only initial substrate, after 8 h of incubation, the main product of
transglycosylation was panose, but after 24 h the predominant product was
isomaltose. Isomaltose also predominated at short reaction times, if a mixture
of maltose and glucose was used instead of maltose alone. In order to facilitate
the synthesis of IMOS, a process was designed in which the yeast cells can be
used directly as catalytic material. For this purpose, the aglA coding region was
fused to full-length or truncated versions of the yeast gene SED1, containing the
GPI (glycosylphosphatidyl inositol) sequence for anchoring to the cell wall, and
expressed in S. cerevisiae. The resulting hybrid enzymes were fixed stably to the
cell surface. Cells from the recombinant cultures expressing the aglA-SED1

constructs could be recycled to produce IMOS in successive reactions.



RESUM

En aquest treball es van caracteritzar glicosil hidrolases (GHs) i
permeases fungiques implicades en el metabolisme i transport de sucres, amb
dos aplicacions diferents: la producci6 d’etanol i la sintesi
d’isomaltooligosacarids (IMOS). S’han abordat tres objectius especifics: 1)
desenvolupar un procés eficient de sacarificacio i fermentacié simultania (SSF)
de cel-lulosa; 2) comparar distintes estrategies per a la fermentacido de
celobiosa, pas critic en la fermentacio de cel-lulosa; 3) sintetitzar IMOS utilizant
com a material catalitic cel-lules de llevat que produeixen una oa-glucosidasa de

Aspergillus niger.

En el procés proposat de sacarificacié i fermentacid simultania
cellulosa, el material de partida (paper de filtre) es va digerir amb una
preparacié enzimatica de Trichodema reesei, i es va fermentar amb una soca
recombinant de Saccharomyces cerevisiae (T500), la qual secreta una pB-
glucosidasa de Saccharomycopsis fibuligera. La activitat [-glucosidasa,
deficitaria en el coctel cel-lulolitic de T. reesei, va millorar el progrés de la
hidrolisi de la cel-lulosa i la fermentacid, ja que disminuiex I'efecte inhibitori
causat per la acumulacié de celobiosa. Amb aquest procés es van assolir

rendiments d’etanol per damunt de 70 g/L.

S’han comparat estratégies d’hidrolisi extracel-lular o intracel-lular de
celobiosa. Per a aix0, es va utilitzar la soca T500 i noves soques recombinants
generades en aquest estudi. En una primera aproximacio per a la hidrolisi
intracel-lular, s’assajaren tres [-glucosidases distintes i una permeasa de
celobiosa de Penicillium oxalicum. Als transformants resultants, la tasa de

creixement amb celobiosa va estar limitada per B-glucosidases amb baixa



activitat celobiasa, perd per damunt d’un cert valor d’activitat el principal coll
d’ampolla va ser el transport del sucre. Per aquesta rad, cercarem nous
transportadors de celobiosa procedents de T. reesei. De 107 sequeéencies
designades com a transportadors de sucres en el genoma de T. reesei, es van
seleccionar deu per la seua major similitut de seqliencia amb permeases de
celobiosa d’altres fongs caracteritzades funcionalment i es van provar
experimentalment. Només una d’elles (Tr_StrC) va ser capag¢ de facilitar el
transport de celobiosa i permetre el creixement de S. cerevisiae. Finalment, es
va comparar la capacitat de fermentar celobiosa dels dobles transformants de
llevat, amb capacitat de transportar i hidrolitzar intracel-lularment el disacarid,
amb la del transformant T500. La estrategia extracel-lular va permetre una tasa
de fermentaciéo més rapida i majors rendiments d’etanol en comparacié amb la
estrategia intracel-lular. La soca T500 també va ser més eficient en un sistema

SSF de cel-lulosa.

S’han construit i analitzat soques recombinants de S. cerevisiage que
expresen un gen (aglA) que codifica una a-glucosidasa de A. niger. Els
transformants de llevat produiren activitat a-glucosidasa extracelul-larment, la
meitat de la qual va quedar associada a cél-lules i I'altra meitat va ser alliberada
al medi de cultiu. Utilitzant maltosa com a Unic substrat de partida, després de
8 h d’incubacio, el principal producte de transglicosilacié va serpanosa, pero
després de 24 h el producte predominant va ser isomaltosa. La isomaltosa
també va predominar a tiemps curts de reaccio, si en lloc de només maltosa
s’utilizava de partida una combinacié de maltosa i glucosa. Per a facilitar la
sintesi de IMOS es va dissenyar un procés en el qual les cel-lules de llevat poden
ser utilitzades directament com a material catalitic. Per a aix0, s’expresaren en
S. cerevisiae construccions geniques del gen agl/A fusionat amb el gen de llevat

SED1, en versi6 completa o truncada, el qual conté la seqiiencia GPI



(glicosilfosfatidil inositol) d’ancoratge a paret cel-lular. Els enzims hibrids
resultants es van fixar de forma estable a la superficie cel-lular. Les cel-lules
provinents dels cultius recombinants que expressen les construccions aglA-SED1

es pugueren reciclar per a produir IMOS en reaccions succesives.
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1.1 Carbohidratos

Los carbohidratos son las biomoléculas mas abundantes de la naturaleza
y suponen la via de entrada del C inorgéanico (en forma de CO,) a la bidsfera. Sus
funciones son almacenar energia y ser el componente estructural en la pared
celular, en el exoesqueleto de artrépodos y en drganos de otros animales. Los
carbohidratos son el componente principal de productos basicos de la dieta
como maiz, arroz, trigo y patatas, pero también son abundantes en materiales

vegetales no comestibles como algodén y madera.

El papel asignado a los carbohidratos en la dieta humana ha ido variando
desde ser considerados Unicamente fuentes de energia a ser valorados como
elementos clave en el desarrollo y mantenimiento de la microbiota intestinal
(Porter & Martens 2017), papel a su vez muy importante en la prevencion y
tratamiento de enfermedades (Mima et al. 2017; Wang et al. 2017; Slavin 2013;
Sekirov et al. 2010). En la industria no alimentaria sus aplicaciones también han
ido amplidandose, desde las mas tradicionales en empresas textiles y de papel
hasta aplicaciones menos convencionales como Ila produccién de

biocombustibles (Favaro et al. 2017; Goldemberg 2008).

La unidad estructural de los carbohidratos son los azlcares simples o
monosacaridos. Los mas abundantes son las pentosas y las hexosas, algunos de
los cuales se pueden encontrar libres en la naturaleza, aunque mas
frecuentemente forman parte de carbohidratos mas complejos. La D-glucosa,
una hexosa, es un monosacarido fundamental para la vida por ser la principal
fuente de energia para las células, y es también la base estructural de dos de los
principales carbohidratos, almidén vy celulosa (Ghazarian et al. 2011).

Dependiendo de la orientacion espacial de su carbono anomérico puede tener
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una configuracién o o B (Figura 1.1A,B), lo cual incide directamente en las

propiedades fisicas de la glucosa y del carbohidrato que a partir de ella se forme.

Cuando los monosacdridos se conectan entre si mediante enlaces O-
glicosidicos (enlaces covalentes entre la forma ciclica hemiacetal o hemicetal de
un monosacarido y un grupo alcohol de otro azucar) (Figura 1.1C), dan origen a
carbohidratos mas complejos. Dependiendo del grado de polimerizacién se

pueden formar disacdridos, oligosacdaridos o polisacaridos.

A s B
CH,OH CH,OH
5 0 O.0OH
2/ OH 1 OH
ORtg==f, OH o)
OH OH
C
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

0 0 0 o
OH + X OH — > (OH OH + HO
0 OH -0 OH o a2 OH
oH <  OH OH OH

Figura 1.1 Configuraciones o y B de los monosacaridos y formacién de un enlace
glicosidico. El carbono 1 (anomérico) tedricamente puede formar enlaces glucosidicos
con cualquiera de los grupos funcionales alcohdlicos de otro monosacarido. (A) a-D-
glucosa con sus carbonos numerados. (B) -D-glucosa. (C) Enlace glicosidico a(1->4)
entre dos moléculas de a-D-glucosa.

1.1.1 Disacaridos

Son el resultado de la unién de dos monosacaridos, iguales o diferentes,
mediante un enlace O-glicosidico. Estos azlcares pueden ser reductores o no
reductores dependiendo de si el carbono anomérico esta libre o no,

respectivamente (Ghazarian et al. 2011). Entre los disacaridos mds importantes

4
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desde el punto de vista de su abundancia e interés industrial estan: lactosa,

sacarosa, maltosa y celobiosa.

La lactosa es el resultado de la unién de una [3-D-galactosa mediante un
enlace 3(1->4) a una D-glucosa (Adam et al. 2004). Se encuentra en la naturaleza
en la leche de los mamiferos y su interés en la industria alimentaria se centra en
dos aspectos: su hidrdlisis para la generacion de productos sin lactosa
destinados a consumidores con intolerancia a este azucar, o su utilizacion como
sustrato para la generacion de oligosacdridos prebidticos como se describe mas
adelante. La sacarosa se forma por una D-glucosa unida mediante un enlace
0,(1->2) a una B-D-fructosa. En la naturaleza estd presente en muchas plantas
como por ejemplo la cafia de azlcar, una materia prima usada a gran escala para
la produccién de etanol (Goldemberg 2008). Es de amplio uso en la alimentacion
humana como edulcorante, y en menor medida se utiliza como sustrato para la
sintesis de prebidticos. Otros disacdridos relevantes son la maltosa y la
celobiosa. Cuando una molécula de glucosa se une a otra mediante un enlace
O-glucosidico a(1->4) se forma maltosa, pero cuando el enlace es B(1->4) se
forma celobiosa (Figura 1.2). Tanto maltosa como celobiosa no se encuentran
libres en la naturaleza, sino que aparecen como productos de hidrdlisis del

almiddén y de la celulosa, respectivamente.

A B
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
OH OH OH o { oH
° L i OHOH 0 1 msa T
Maltosa Celobiosa

Figura 1.2 Representacién de las moléculas de (A) maltosa y (B) celobiosa, cuya
diferencia basica es la orientacion espacial del enlace glucosidico.
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1.1.2 Oligosacaridos

Estan constituidos por cadenas cortas de monosacaridos que contienen
entre 2 y 10 unidades, unidas por enlaces glicosidicos. Pueden ser lineales,
ramificados o ciclicos. También se presentan unidos a péptidos y lipidos
formando glicoproteinas y glicolipidos, respectivamente. Las caracteristicas
fisicas y quimicas de los oligosacaridos, y por ende sus aplicaciones, dependen
del tipo de mondmero, del tipo de enlace y del grado de polimerizacién (DP)

(Weijers et al. 2008; Raman et al. 2005).

Los oligosacaridos a nivel industrial se obtienen por procedimientos
guimicos o enzimaticos, a partir de la hidrdlisis de polisacaridos o mediante la
condensacién de otros azlcares precursores con menor grado de
polimerizacién. Las enzimas utilizadas son glicdsido hidrolasas (GHs) vy

glicosiltransferasas (GTs) (Talens-Perales et al. 2016).

Los oligosacaridos cumplen un papel importante en el reconocimiento
biolégico, en procesos como las interacciones célula-célula, las infecciones
celulares por patdgenos y la uniéon a toxinas, entre otros (Weijers et al. 2008).
Desde el punto de vista industrial, los oligosacaridos despiertan interés en las
areas alimentarias y farmaceuticas por sus propiedades edulcorantes,
gelificantes, antioxidantes y humectantes. Ademas, algunos de ellos son capaces
de transportar y liberar farmacos, y otros tienen caracter prebidtico (Talens-
Perales et al. 2016). Los oligosacaridos prebidticos son aquellos que no son
digeridos en el tracto gastrointestinal humano, sino que son fermentados por la
microbiota del colén, estimulando selectivamente el crecimiento de bacterias
beneficiosas y mejorando la salud del organismo hospedador (Louis et al. 2016).
Existe una gran variedad quimica de oligosacaridos dependiedo del tipo de

monosacaridos que los forman, del tipo de enlace y del grado de polimerizacidn.
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Entre los oligosacaridos destacan por su extensa penetracién en la
industria de alimentos los fructooligosacaridos (FOS) y los galactooligosacaridos
(GOS). Los fructooligosacaridos son cadenas cortas de unidades fructosilo
conectadas en muchos casos por su extremo reductor a una molécula de
sacarosa. Las unidades fructosilo pueden estar conectadas entre si por enlaces
B(2—>1) como en la 1-kestosa, o por enlaces B(2->6) como en la 6-kestosa.
También existen FOS con los 2 tipos de enlaces como la bifurcosa. Otra
alternativa es que la rama de fructosa esté conectada a través de un enlace
B(2->6) al residuo de glucosa de la sacarosa como en la neokestosa (Vijn &
Smeekens 1999). La produccidén por via enzimatica se consigue normalmente
mediante sintesis a partir de sacarosa (Linde et al. 2012; Lafraya et al. 2011; Bali
et al. 2015) o mediante la hidrélisis de inulina (Wang et al. 2016). Los FOS tienen
efecto prebidtico (Kim et al. 2017), ayudan a reducir el estrefiimiento (Closa-
Monasterolo et al. 2017; Sabater-Molina et al. 2009), tienen efecto
antiinflamatorio e inciden en el metabolismo de lipidos (Merino-Aguilar et al.

2014).

Los galactooligosacdridos (GOS) son cadenas de D-galactosa con un
grado de polimerizacién que varia entre 3 y 6 (Vera et al. 2016), unidas por
enlaces B(1->3), B(1->4) o B(1->6) que en la mayoria de casos se conectan por
su extremo reductor a una molécula de glucosa. Normalmente se obtienen por
via enzimatica a partir de lactosa (Marin-Navarro et al. 2014). Tienen efecto
prebidtico (Hong et al. 2016), estimulan el sistema inmune (Vulevic et al. 2015;
Alizadeh et al. 2016), tienen efectos anti-adhesivos contra toxinas (Sinclair et al.
2009) y patdégenos (Shoaf et al. 2006), mejoran la absorcion de minerales como
el calcio (Takasugi et al. 2016; Weaver et al. 2011), alivian el estrefiimiento y
mejoran la funcién intestinal (Niittynen et al. 2007). Otros oligosacéridos

derivados de la lactosa son los HMOS, que influyen en la mucosa neonatal y
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en la inmunidad sistémica (Donovan & Comstock 2017). Las unidades
estructurales son D-glucosa, D-galactosa, N-acetilglucosamina, L-fucosa y dcido
sidlico, unidas por distintos tipos de enlaces a y B, (Grabarics et al. 2017; Bode
2012) lo cual los convierte en un grupo muy heterogéneo desde el punto de vista
guimico. Esta complejidad dificulta su sintesis a nivel industrial, aunque a escala
de laboratorio diferentes estrategias de sintesis enzimatica han resultado
exitosas para obtener distintos tipos de fucosil-oligosacaridos (Rodriguez-Diaz

et al. 2011; Wada et al. 2008; Albermann et al. 2001).

Ademas de FOS y GOS, derivados respectivamente de sacarosay lactosa,
existen otros oligosacdridos de interés creciente en los ultimos anos. Entre ellos
se encuentran oligosacaridos derivados de la maltosa como los
maltooligosacaridos y los isomaltooligosacaridos (IMOS), ademds de otros con

una amplia diversidad quimica y funcional (Tabla 1.1).

Los maltooligosacaridos son cadenas de D-glucosa unidas por enlaces
a(1->4), con un DP de 2 a 10, que se obtienen a partir de la hidrdlisis del almidon
(Pan et al. 2017), y se usan como edulcorantes (Hofman et al. 2016). Las
ciclodextrinas (CDs) son maltooligosacaridos ciclicos con un DP de 6 a 12. Son
producidas como resultado de la reaccién de transglicosilacidon intramolecular
(ciclacién) durante la degradacién del almidén. Dependiendo del nimero de
residuos de glucosa pueden ser o, (6 unidades), B (7 unidades) o y (8 unidades)
(Rajput et al. 2016). Las CDs mejoran la solubilidad de ciertas drogas, facilitando
el transporte y la biodisponibilidad (Jansook et al. 2017). Ademas, se ha
demostrado que las B CDs mejoran la viabilidad de la bacteria probidtica

Lactobacillus rhamnosus GG (Singh et al. 2017).

Los isomaltooligosacaridos son glucooligosacaridos que tienen en su

estructura al menos un enlace a(1-6), a(1->3) o a(1->2). La estructura de los
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IMOS esta caracterizada por el grado de polimerizacién (de 2 a 10 glucosas), los
tipos de enlaces (a-1-2, 3,4 0 6) y por la proporcidn y posicidn de cada tipo de
enlace (Goffin et al. 2011). En la Tabla 1.2 se muestran los IMOS lineales mas
abundantes y su estructura quimica. También se han descrito IMOS ciclicos
como los cicloisomaltooligosacaridos (Cls) y ciertos tetraoligosacaridos ciclicos
(CTS). Los Cls o ciclodextranos consisten en moléculas ciclicas de 7 a 12 unidades
de glucosa unidas con enlaces a(1->6) (Funane et al. 2008; Oguma et al. 1994;
Funane et al. 2007a; Funane et al. 2007b). Los Cls son capaces de inhibir a la
glucosil transferasa de Spreptococcus mutans evitando asi la formacién de
glucano insoluble, lo que sugiere una funcién cariostatica de los Cls (Funane et
al. 2007a; Funane et al. 2007b). El Cl de 10 unidades ha sido usado para formar
complejos de inclusién, especificamente para estabilizar el colorante azul
Victoria B (Funane et al. 2007b). Por otro lado, se han sintetizado CTS con
distintos tipos de enlaces. La maltosilmaltosa ciclica (CMM) que consiste en 4
glucosas unidas por enlaces alternos a(1->4) y a(1->6) (Mukai et al. 2006; Mukai
et al. 2005), y un CTS formado por 4 glucosas unidas mediante enlaces alternos

a(1->3) y a(1->6) (Aga et al. 2002; Nishimoto et al. 2002).

Distintos estudios refuerzan el caracter prebidtico de los IMOS, ya que
los enlaces glucosidicos presentes en su estructura no son facilmente
hidrolizados por las enzimas intestinales (Shi et al. 2016; Goffin et al. 2011), pero
si son metabolizados por bacterias de la microbiota intestinal como
Lactobacillus y bifidobacterias. Un aspecto importante para la digestibilidad y
metabolismo de los IMOS por la microbiota intestinal es el grado de
polimerizacion y el ratio entre enlaces a(1->4) y a(1->6) (Hu et al. 2017; Hu et
al. 2013; Ketabi et al. 2011). Ademas, los IMOS tienen un potencial uso como

edulcorantes con bajo aporte calérico (Kohmoto et al. 1992).
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Tabla 1.2 Isomaltooligosacaridos (IMQOS) lineales

NOMBRE ESTRUCTURA QUIMICA
Isomaltosa a-D-Glcp-(1->6)-a-D-Glcp
Isomaltotriosa a-D-Glcp-(1->6)-a-D-Glcp-(1->6)-D-Glcp
Isomaltotetraosa a-D-Glcp-(1->6)-(a-D-Glcp-(1->6))2- D-Glcp
Panosa a-D-Glcp-(1->6)-a-D-Glcp-(1->4)-D-Glcp
Glucosa - panosa a-D-Glcp-(1->6)-a-D-Glcp-(1->6)-a-D-Glcp-(1->4)-D-Glcp
Glucosa - maltotriosa a-D-Glcp-(1->6)-(a-D-Glcp-(1->4))2-D-Glcp
Kojibiosa a-D-Glcp-(1->2)-D-Glcp
Nigerosa a-D-Glcp-(1->3)-D-Glcp
Centosa 2,4-di-O-(a-glucosil)-glucosa

Adaptado de Goffin et al. (2011)

1.1.3 Polisacaridos

Son moléculas con un alto grado de polimerizacién, lineales o
ramificadas. Al igual que los oligosacdridos sus propiedades dependen del tipo
y nimero de unidades estructurales, asi como del tipo de enlace que los una.
Dos de los ejemplos mas paradigmaticos son la celulosa y el almiddn,
polisacaridos formados Unicamente por unidades de D-glucosa, unidas por
enlaces B(1->4) o o(l->4), respectivamente. Esta unica diferencia es la
responsable de las distintas estructuras y funciones que presentan estos

polisacaridos.

El almidon estd constituido por dos tipos de polimeros: la amilosa (15 -
35 %), polisacarido lineal de unidades de glucosa conectadas por enlaces
o(1->4), y laamilopectina (65 - 85 %), que a partir del mismo esqueleto contiene
ramificaciones de glucosa unidas por enlaces o(1-6) cada 25 -30 mondémeros
(Figura 1.3A) (Magallanes-Cruz et al. 2017; Pérez & Bertoft 2010). Su funcidn

biolégica es el almacenamiento de energia en las células vegetales, siendo el
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principal componente de alimentos como el arroz o las patatas. Las hebras de
amilosa son helicoidales, por lo que no pueden empaquetarse facilmente y lo
mismo ocurre con la amilopectina, al tratarse de una estructura ramificada.
Como resultado, el almidén es un material de estructura amorfa, y aunque es
insoluble en agua fria, puede sufrir procesos de gelatinizaciéon al subir la
temperatura (Prestegard et al. 2017). La modificacidn enzimatica del almiddn,
incluyendo la hidrdlisis, para la obtencion de azlcares fermentables u
oligosacdridos funcionales es un proceso muy usado en la industria alimentaria
(van Der Maarel & Leemhuis 2013) y no alimentaria. Uno de los ejemplos mas
importantes es la produccion de etanol de primera generacion a partir de
almiddn de maiz (Bothast & Schlicher 2005) o de la cafia de azucar, que genera
cierta controversia porque la obtencion de combustible compite con la

produccién de alimentos.

La celulosa es un polimero lineal con funcién estructural, que constituye
el principal componente de la pared celular vegetal. Las cadenas lineales de
celulosa interaccionan unas con otras a través de puentes de hidrégeno para
formar capas, y éstas a su vez interaccionan con otras mediante fuerzas de van
der Waals para formar microfibrillas (Figura 1.3B) (Jordan et al. 2012).
Dependiendo del nivel de orden y empaquetamiento pueden existir formas
cristalinas y amorfas de celulosa, todas ellas altamente insolubles. Actualmente
es de gran interés mejorar la eficiencia de la hidrélisis enzimatica de celulosa
para la obtencidn de aziucares fermentables (Druzhinina & Kubicek 2017;
Dimarogona et al. 2012), cuyo principal uso es la produccion de etanol de
segunda generacién, un combustible renovable que no compite con la
produccién de alimentos (Jansen et al. 2017; Favaro et al. 2017; Viikari et al.
2012). En la naturaleza la celulosa normalmente se halla asociada a

hemicelulosa y lignina. Desde el punto de vista de su abundacia y sus
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aplicaciones industriales, ademas de la celulosa y el almiddn, destacan otros

polisacaridos relacionados, como la hemicelulosa y el dextrano.

Las hemicelulosas también forman una parte importante de la pared
celular vegetal junto con la celulosa. Dependiendo de la estructura del esqueleto
central de la molécula se forman tres familias de hemicelulosas: xilanos,
mananos y galactanos (Holtzapple 2003; Ren & Sun 2010). Los mondmeros
estructurales de las hemicelulosas son xilosa, manosa, glucosa, galactosa y
arabinosa. Los residuos de glucosa, manosa y xilosa pueden estar acetilados. La
glucosa también puede encontrarse funcionalizada como acido urénico y como
acido urdnico metilado. El xilano normalmente tiene una cadena principal de
unidades de xilosa unidas por enlaces (1->4) con ramificaciones en las
posiciones 2 o 3, que pueden ser de acido D-glucordnico o su 4-O-metil éter, L-
arabinosa y/o varios oligosacaridos de D- xilosa, L-arabinosa, D- o L- galactosa 'y
D-glucosa. Debido a la alta diversidad y complejidad de los xilanos la variedad
de subproductos utiles que pueden generar es bastante amplia (Ren & Sun
2010). Por otro lado, el manano es un polimero de hemicelulosa lineal de
unidades de D-manosa unidas por enlaces B(1->4). Una variante de la molécula
de manano es el glucomanano que se forma por unidades de D-glucosa y D-
manosa unidas por enlaces B(1->4). Existen variantes ramificadas de manano y
glucomanano que son el galactomanano y el galactoglucomanano,
respectivamente, con cadenas laterales o—(1->6)-D-galactopiranosa
(Holtzapple 2003; Mano et al. 2017). El galactano o arabinogalactano es un tipo
de hemicelulosa con un esqueleto central de moléculas de galactosa unidas
mediante enlaces B(1->3) y con cadenas laterales normalmente de arabinosa

(Ren & Sun 2010).

Otro polisacarido de interés por su uso como sustrato para la

produccién de IMOS es el dextrano. La cadena principal estd formada por
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Figura 1.3 Estructuras de polisacéridos. (A) Almidon en sus dos formas, amilosa y
amilopectina. (B) Celulosa.
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moléculas de D-glucosa unidas con enlaces a,(1-6). Tiene ramificaciones cortas
del mismo mondmero unidas con enlaces o(1->4), a(1->2) o a(1-=>3). Existen
polisacaridos relacionados al dextrano como el mutano, alternano, reuterano y
pululano. El mutano tiene un esqueleto central formado por enlaces a(1-3) y
ramificaciones con enlaces a(1->6). En el alternano la cadena principal contiene
enlaces alternos a(1->3)/a(1->6), y las ramificaciones se forman por enlaces
a(1->3). En el reuterano la cadena principal contiene enlaces alternos
a(1->4)/0(1->6) (Gangoiti et al. 2017). El pululano se forma por moléculas de
maltotriosa unidas de forma consecutiva por enlaces a(1-6) (Gozu et al. 2016).
Algunas enzimas que sintetizan dextrano pueden sintetizar mutano, alternanoy
reuterano, mientras que otras enzimas que hidrolizan dextrano podrian

hidrolizar pululano.

1.2 Glicosil hidrolasas

Las glicosil hidrolasas (GHs), también llamadas glicosidasas, son un
amplio grupo de enzimas que catalizan la hidrdlisis del enlace glicosidico de los
carbohidratos. Son capaces de romper O-, N- y S- glicésidos (Figura 1.4)

(Henrissat 1991).

Glicdsido

0] hidrolasa (0]
‘ ; E + H,O e ; ; : + HOR
OR OH

Figura 1.4 Representacién simplificada de la hidrdlisis del enlace glicosidico de los
carbohidratos
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1.2.1 Clasificacién

Segun el Nomenclature Committee de la International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB), que clasifica y asigna un
codigo EC (Enzyme Commision) a las enzimas segun la reaccion que catalizan, y
en concordancia con la International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) a través de la IUPAC-IUBMB Joint Commission on Biochemical
Nomenclature (JCBN), a las glicosil hidrolasas les corresponde el cédigo EC
3.2.1.X. Los tres primeros digitos indican que son enzimas capaces de hidrolizar
O- y S-glicésidos, y el cuarto numero hace referencia al tipo de sustrato. Por
ejemplo, el cédigo EC 3.2.1.20 le corresponde a una a-glucosidasa y el EC
3.2.1.21 a una PB-glucosidasa (http://www.sbcs.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/).
Cabe indicar que a una misma enzima le puede corresponder mas de un cédigo
EC si es capaz de hidrolizar mas de un tipo de sustrato o incluso catalizar mas de
un tipo de reaccién. Por ejemplo, algunas enzimas pueden actuar como B-
glucosidasas (EC 3.2.1.21) y p-galactosidasas (EC 3.2.1.23), con cierta
promiscuidad de sustrato. También es frecuente que ciertas glicosil hidrolasas

catalicen reacciones de hidrélisis (3.2.1.X) y transglicosilacion (2.4.1.X).

Otra clasificacién muy util de las glicosil hidrolasas es de acuerdo con su
homologia de secuencia de aminoacidos, lo cual a su vez de forma indirecta
implica una similitud estructural o de plegamiento de la proteina (Henrissat
1991). En la base de datos Carbohydrate Active Enzyme (CAZy), las
carbohidrasas y dentro de ellas las glicosil hidrolasas (GH) estan organizadas en
familias. Cada familia agrupa enzimas estructural y filogenéticamente
relacionadas (Lombard et al. 2014). Actualmente el grupo de las GH abarca 153

familias.
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Las glicosil hidrolasas también se pueden clasificar como exo- o endo-,
dependiendo de si son capaces de cortar el enlace glicosidico en el extremo o
en enlaces internos de la cadena del polisacarido, respectivamente. Las GH exo-

pueden ser especificas por el extremo reductor o no reductor (Figura 1.5).

EXO- ENDO- EXO-
(extremo no (extremo
reductor) reductor)

Figura 1.5 Glicosil hidrolasas segun el sitio de hidrdlisis en el sustrato

1.2.2 Mecanismo de hidrdlisis de las glicosil hidrolasas

En términos generales la ruptura del enlace glicosidico de los
carbohidratos es una hidrélisis acida que requiere de dos aminoacidos
cataliticos, que normalmente son residuos de acido aspartico (Asp, D) o acido
glutamico (Glu, E). Los subsitios en una glicosil hidrolasa a los cuales se une el
sustrato se etiquetan desde -n hasta +n (donde n es un nimero entero), -n
representa el subsitio de unién al extremo no reductor y +n el correspondiente
al extremo reductor. La ruptura del enlace glicosidico tiene lugar entre los
subsitios -1 y +1 (Davies et al. 1997). Cada uno de los subsitios interacciona con
los distintos residuos glicosidicos del sustrato, a un lado y otro (-n y +n) del

enlace glicosidico (Figura 1.6).

La hidrdlisis puede ocurrir por un mecanismo de inversion o de
retencién dependiendo de si se invierte o se retiene la configuracién del carbono

anomeérico (Davies & Henrissat 1995; Koshland 1953).
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Figura 1.6 Subsitios de unidn a sustrato de una glicosil hidrolasa

En las enzimas que utilizan un mecanismo de inversion los dos residuos
cataliticos que acttian como acido y base estan bastante separados (9 — 9.5 A)
(Mccarter & Withers 1994). La ruptura del enlace glicosidico se da en un solo
paso: el residuo acido protona al oxigeno del enlace glicosidico y al mismo
tiempo la molécula de agua es deprotonada por el residuo base de la enzima. El
grupo hidroxilo resultante actia como nucledfilo sobre el carbono anomérico
del azlcar, lo cual termina en la ruptura del enlace y la liberacién de un producto
con una configuracidon opuesta al sustrato original (Davies & Henrissat 1995;
Koshland 1953). En la Figura 1.7A se indica el mecanismo de hidrdlisis por

inversion de una a-glucosidasa.

En las enzimas que utilizan un mecanismo de retencién, la distancia
entre los dos residuos cataliticos es menor (4.5 - 5.5 A) (Mccarter & Withers
1994). En este caso uno de los residuos actia como nucledfilo y el otro como
acido o base. La reaccién ocurre en dos pasos. En un primer paso (glicosilacion)

el 4cido/base (actuando como acido) protona el oxigeno del enlace glicosidico,
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Figura 1.7 Mecanismos de hidrdlisis del enlace glicosidico. (A) Inversidn. (B) Retencion.
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y el nucledfilo ataca al carbono anomérico, rompiendo el enlace glicosidico y
formando un intermediario covalente entre el glicésido y la enzima. En un
segundo paso (deglicosilacion) se rompe el enlace del intermediario enzima-
glicosilo por accidn de una molécula de agua, que es deprotonada por el residuo
acido/base (actuando como base) y se libera el residuo glicosidico con la misma
configuracidon que el sustrato original (Davies & Henrissat 1995; Koshland 1953).
En la Figura 1.7B se indica el mecanismo de hidrdlisis por retencion de una a-
glucosidasa. Cuando la ruptura del enlace del intermediario enzima-glicosilo es
por accion de otra molécula con un grupo funcional OH, como por ejemplo otro
azucar, y no por una molécula de agua, se da lugar a un proceso de
transglicosilacion, generandose nuevos azlcares que pueden tener un mayor
grado de polimerizacion y/o pueden estar constituidos por enlaces glicosidicos
diferentes a los del sustrato original. Las dos reacciones
(hidrdlisis/transglicosilacion) pueden coexistir en la misma enzima (Figura 1.8) y
la competencia entre ellas depende basicamente de la naturaleza de la glicosil
hidrolasa y de la concentracién de sustratos en el medio. Esta capacidad
transglicosilante de algunas glicosil hidrolasas es utilizada para la produccién de

oligosacaridos con funcion prebidtica (Mangas-Sanchez & Adlercreutz 2015).

acido/base acido/base
JN IS N oH
< HO” 0
|L| ROH HIDROLISIS
o (f H,0
E: OR o}
) =
O _OR'
0~__0" O~__0O
nucledfilo nucledfilo TRANSGLICOSILACION

Intermediario

. enzima-glicosilo
OR: grupo saliente

Figura 1.8 Mecanismos de hidrdlisis y transglicosilaciéon en funcion de la molécula
aceptora
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1.2.3 Glicosil hidrolasas implicadas en la hidrélisis de celulosa

1.2.3.1 Celulasas

Las celulasas son glicosil hidrolasas que catalizan la hidrdlisis del enlace
B(1->4) de la celulosa y de otros polisacéridos relacionados (Scheer et al. 2011).
Las celulasas incluyen enzimas de tipo endo- y exo- denominadas
endoglucanasas (EGs) y celobiohidrolasas (CBHs), respectivamente, que actlan
directamente sobre la celulosa. A veces también se incluyen en este grupo las
B-glucosidasas, que se describen en detalle en el siguiente apartado, y que
hidrolizan las celodextrinas y celobiosa que resultan de la actividad combinada

de EGs y CBHs.

Las endoglucanasas (EC 3.2.1.4) tienen un sitio de unidén a sustrato tipo
hendidura (Figura 1.9A), son capaces de hidrolizar aleatoriamente los enlaces
internos de zonas amorfas y desordenadas de la celulosa (tienen baja actividad
sobre celulosa cristalina), liberando glucosa, celodextrinas solubles vy
fragmentos insolubles de celulosa (Kricka et al. 2015; Zhang & Zhang 2013;
Ortowski et al. 2015). Las endoglucanasas se encuentran distribuidas
principalmente en las familias GH9, GH12, GH45 y GH6, aunque también se
encuentran de forma minoritaria en las familias GH44, 51, 74 y 124. La mayoria
de endoglucanasas tienen varios subsitios de unidn a sustrato. Las enzimas de
las familias GH9 y GH12 tienen al menos 6 subsitios que van desde -4 hasta +2

(Henrissat 1991).

Las celobiohidrolasas tienen un sitio catalitico tipo tunel (Figura 1.9B)
con muchos subsitios de unidn a sustrato. Son capaces de hidrolizar de forma
procesiva celulosa cristalina o polisacéridos relacionados, desde el extremo
reductor (EC 3.2.1.176) o no reductor (EC 3.2.1.91) liberando celobiosa (Kricka
et al. 2015; Zhang & Zhang 2013; Shibafuji et al. 2014). Las que tienen actividad
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desde el extremo reductor se encuentran en las familias GH7, 48 y 74, mientras
que las que hidrolizan desde el extremo no reductor estan incluidas en las

familias GH6 y GH9 (Henrissat 1991).

Figura 1.9 Diferencias en la forma de los sitios cataliticos entre EGs y CBHs. (A)
Endoglucanasa de Aspergillus niger (PBD:1KS5) (Khademi et al. 2002); (B)
Celobiohidrolasa de Coprinopsis cinerea (PDB:3A9B) (Liu et al. 2010).

Las endoglucanasas y celobiohidrolasas funcionan in vivo de forma
coordinada junto con las B-glucosidasas. Cabe indicar que esta accién conjunta
de EGs y CBHs se ve facilitada en muchos microorganimos (bacterias y hongos
anaerobios) que poseen complejos multienzimaticos denominados
celulosomas. En estos complejos se asocian distintas enzimas (celulasas y
xilanasas principalmente) que se ensamblan a través de proteinas no cataliticas
(scaffoldins). La formacion de este complejo maximiza la eficiencia del proceso
celulolitico (Artzi et al. 2017). Ademas, en el proceso de celulolisis intervienen
otras proteinas accesorias, no catalilicas, como la swollenin, proteina no
hidrolitica disruptiva que induce la extensidn de las paredes celulares vegetales

debilitando las interacciones no covalentes que ayudan a mantener la integridad
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de la pared (Gupta et al. 2016; Herpoél-Gimbert et al. 2008). En A. nidulans se
ha descrito el papel de la proteina CItB como sefalizadora de la presencia de
celulosa en el medio (dos Reis et al. 2016). Recientes estudios con el hongo
Trichoderma reesei indican una alta complejidad en la composicién y en la

funcién de la maquinaria celulolitica (Lehmann et al. 2016; Jalak et al. 2012).

Las celulasas juegan un papel muy importante en las industrias
biotecnoldgicas relacionadas con el uso de celulosa, como son las textiles, de
alimentos y de forma especial las productoras de biocombustibles (Yan & Wu
2014). En estas ultimas, las celulasas tienen un papel clave en la conversién de
la celulosa en azucares fermentables pero su coste es un factor critico en el
proceso (Druzhinina & Kubicek 2017; Cao et al. 2015; Viikari et al. 2012; Klein-

Marcuschamer et al. 2012).

Existen celulasas de origen bacteriano (Sethi et al. 2013; Gilkes et al.
1991) y de origen fungico. Las segundas, mas utilizadas comercialmente, se
obtienen frecuentemente a partir de estirpes genéticamente modificadas de
Aspergillus niger, Trichoderma reeseiy Trichoderma viride, entre otras. De estos
organismos, T. reesei es el mds reconocido por el poder celulolitico de sus
enzimas (Druzhinina & Kubicek 2017; Bischof et al. 2016). T. reesei es la versidon
anamorfa (asexual) del ascomiceto filamentoso Hypocrea jecorina. Su capacidad
de degradar materiales lignocelulésicos por accién de las celulasas que secreta
es aprovechada a nivel industrial para producir principalmente biocombustibles
(Bischof et al. 2016). La produccion de celulasas por T. reesei no es constitutiva,
sino que se induce en presencia de celulosa. Debido a que la celulosa es un
polimero insoluble que no puede ser transportado como tal al interior celular,
el mecanismo de induccién implica una baja expresidn basal de enzimas que al
entrar en contacto con la celulosa, producen las moléculas inductoras que

activan el sistema de produccién (Carle-Urioste et al. 1997). La soforosa
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(disacarido de glucosa con un enlace (1->2)) es uno de los mejores inductores
de la expresion de celulasas en T. reesei (Sternberg & Mandels 1979), y se forma
a partir de la transglicosilacion de celobiosa por la B-glucosidasa CellA del
mismo hongo (Guo et al. 2016a). La lactosa es otro inductor de la producciéon de
celulasas por Trichoderma pese a que este no es su sustrato natural (lvanova et

al. 2013).

Tabla 1.3 Enzimas celuloliticas y xilanoliticas secretadas por T. reesei (RUT-C30)

. FAMILIA | % TOTAL DE
CELULASA DENOMINACION GH PROTEINA
Cel7A CBHI 7 40 - 60
Celobiohidrolasas
Cel6A CBHII 6 12-20
Cel7B EGI 7 5-10
Cel5A EGII 5 1-10
Endoglucanasas
Cell2A EGIII 12 <1-5
Celd5A EGV 45 <5
B-glucosidasas Cel3A BGL1 3 1-2
| 11 n.d
1] 11 n.d
Xilanasas
1] 10 n.d
\% 5 n.d
B-xilosidasa 3 n.d

n.d: no determinado
Modificado de Rosgaard et al. (2007)

Entre las enzimas secretadas por Trichoderma reesei (RUT-C30) (Bischof
et al. 2016), se han identificado 2 celobiohidrolasas, 4 endoglucanasas, 1 [3-
glucosidasa y otras enzimas xilanoliticas. El porcentaje aproximado de cada tipo
de proteinas varia dependiendo de las condiciones de crecimiento y del medio
de cultivo (Tabla 1.3) (Rosgaard et al. 2007; Gruno et al. 2004). En T. reesei se
han identificado diez B-glucosidasas, cinco extracelulares (Cel3A, Cel3B, Cel3E,

Cel3F, Cel3G) y cinco intracelulares (CellA, CellB, Cel3C, Cel3D, Cel3H) (Guo et
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al. 2016a; Treebupachatsakul et al. 2016), pero Cel3A es la Unica liberada al
medio de cultivo (Karkehabadi et al. 2014; Woodward & Arnold 1981). Esta B-
glucosidasa con un aporte de solo el 1 —2 % del conjunto de enzimas secretadas
por T. reesei, y su alta sensibilidad a la inhibicidén por glucosa (Ki = 0.5 mM con
celobiosa como sustrato (Woodward & Arnold 1981)), es insuficiente para
promover una hidrdlisis efectiva de celobiosa, en su accidn conjunta con EGs y
CBHs. Esto limita la hidrdlisis de celulosa ya que una pequefia acumulacién de
celobiosa en el medio provoca la inhibicion de CBHs y EGs (Karkehabadi et al.
2014; Rosgaard et al. 2007; Gruno et al. 2004). Se ha descrito que para Cel7A la
concentracion de celobiosa que reduce su actividad al 50 % (ICso) es de 0.4 — 0.7

mM (Teugjas & Valjamae 2013a).

1.2.3.2 B-glucosidasas (BGLs)

Las B-glucosidasas son glicosil hidrolasas que pertenecen al grupo EC
3.2.1.21, hidrolizando desde el extremo no reductor 3-D-glucésidos de cadena
corta, incluyendo disacdridos, oligosacaridos unidos con enlaces B3, y alquil y aril
[-D-glucésidos. Catalizan la hidrdlisis del enlace glicosidico B por un mecanismo
de retencidony liberan B-D-glucosa (Tiwari et al. 2013; Scheer et al. 2011; Ketudat
Cairns & Esen 2010). Dependiendo de las condiciones de reaccién y de la
naturaleza de cada enzima, pueden tener capacidad transglicosilante como es
el caso de las B-glucosidasas Cel3A (BGL1), Cel3B, Cel3E y CellA (BGL2) de T.
reesei, que a partir de celobiosa generan celotriosa y glucobiosas isoméricas
(gentiobiosa, soforosa y laminaribiosa). Las tres primeras enzimas sintetizan
principalmente gentiobiosa mientras que CellA forma bdsicamente soforosa y
laminaribiosa (Guo et al. 2016a). En base a homologia de secuencia de

aminoacidos, la mayoria de BGLs se agrupan en las familias GH1 y GH3, aunque
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también se encuentran en las familias GH 2, 5, 9, 30, 39 y 116 (Henrissat 1991).

La estructura tridimensional de las BGLs de la familia GH1 obedece a un
clasico barril TIM (o./B)s (Davies & Henrissat 1995). En la Figura 1.10A se muestra
la estructura terciaria de la B-glucosidasa A de Paenibacillus polymyxa (BGLA)
perteneciente a esta familia (Sanz-Aparicio et al. 1998). Las BGLs de la familia
GH3 son enzimas multidominio con una cierta variabilidad en la arquitectura
modular. Los dominios comunes a todas ellas son un barril a/f y un o/p
sandwich, en la interfase de los cuales se localiza el centro activo. Sobre esta
estructura basal, en algunas enzimas se encuentran dominios adicionales con
estructura tipo fibronectina (Ramirez-Escudero et al. 2016). En la Figura 1.10B
se observa la estructura terciaria de una B-glucosidasa de Trichoderma reesei
(BGL1) que pertenece a la familia GH3 (Karkehabadi et al. 2014). Las dos familias
presentan algunas diferencias funcionales. Por ejemplo, las BGLs de la familia
GH1 son menos sensibles a la inhibicién por glucosa (Yang et al. 2015a; de
Giuseppe et al. 2014). En la Tabla 1.4 se listan B-glucosidasas de las familias GH3
o GH1 provenientes de diferentes organismos con el valor de sus constantes

cataliticas.

Figura 1.10 Estructuras terciarias de B-glucosidasas. (A) Barril TIM (o/B)s de BGLA de
Paenibacillus polymyxa, familia GH1, cédigo PDB 1BGA. (B) BGL1 de Trichoderma reesei,
familia GH3, cddigo PDB 3ZYZ. En azul se muestra el barril o/, en verde el o/ sandwich
y en naranja el dominio de fibronectina.
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Como ya se ha comentado, las -glucosidasas son esenciales para una
eficiente hidrdlisis de la celulosa, ya que al hidrolizar la celobiosa reducen su
acumulacién en el medio y evitan asi la inhibicién de las celobiohidrolasas y las
endoglucanasas (Sgrensen et al. 2013). Debido a este papel critico de las BGLs
en la degradacién de la celulosa, se han desarrollado varias estrategias para
superar la barrera que suponen estas enzimas en la celulolisis, como la adicién
exogena de BGLs a los cocteles enzimaticos (Del Pozo et al. 2012; Chen et al.
2010a; Kumar & Wyman 2009; Idris et al. 2017), la expresidn heterdloga de BGLs
en organismos celuloliticos como Trichoderma reesei (Gao et al. 2017; Ma et al.
2011; Dashtban & Qin 2012; Colabardini et al. 2016), la busqueda de BGLs
tolerantes a altas concentraciones de glucosa (Cao et al. 2015; Teugjas &
Véljamae 2013b) o la aplicacidon de ingenieria de proteinas para mejorar la

actividad B-glucosidasa (Yao et al. 2016), entre otras.

1.2.4 Glicosil hidrolasas implicadas en la hidrdlisis de almidén

1.2.4.1 Amilasas

Son glicosil hidrolasas que catalizan la hidrdlisis del enlace a(1->4) de
los polisacaridos de a-D-glucosa como el almiddn o el glucdgeno. Las amilasas
tienen origen vegetal, animal o microbiano. Las enzimas microbianas, y en
concreto las derivadas de hongos o bacterias, tienen mayor demanda vy
aplicacion industrial debido a la facilidad en su produccion y a su bajo coste

(Saini et al. 2017). Las amilasas pueden ser del tipo a, 3, y, 0 multifuncionales.

Las a-amilasas (EC 3.2.1.1) catalizan la endohidrdlisis del enlace a.(1->4),
cortan de forma aleatoria polisacaridos que tengan tres o mas unidades de
glucosa y liberando dextrinas y oligosacaridos de configuracién a. Las a-

amilasas pertenecen mayoritariamente a la familia GH13, pero también se las
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encuentra en las familias 57 y 119 (Henrissat 1991). Las a-amilasas de la familia
GH13 actuan por un mecanismo de retencién y en general son proteinas con
tres dominios. El dominio catalitico (dominio A) tiene una estructura de barril
(B/at)s, con una insercion en uno de los lazos que da lugar a un dominio de
estructura irregular (dominio B) y en el extremo C-terminal se encuentra un
dominio B-sandwich (dominio C) (Figura 1.11A) (Janecek et al. 2014). Las B-
amilasas (EC 3.2.1.2) catalizan la hidrdlisis por un mecanismo de inversion,
atacando por el extremo no reductor del polisacarido y liberando unidades
sucesivas de 3-maltosa. Pertenecen a la familia GH14, cuyo dominio catalitico
tiene también una estructura de barril (B/a)s (Figura 1.11B). Las y-amilasas o
glucoamilasas (EC 3.2.1.3) actian desde el extremo no reductor, al igual que las
-amilasas, pero en lugar de maltosa liberan B-D-glucosa. Algunas enzimas de
este grupo también pueden romper los enlaces a(1->6) (Scheer et al. 2011). Se
encuentran en la familia GH15 y en menor medida en la GH97. Las enzimas de
la familia GH15 utilizan un mecanismo de inversién y tienen la estructura de

barril (o/a)s (Figura 1.11C).

Las amilasas multifuncionales son capaces de catalizar al menos dos de
los siguientes 4 tipos de reacciones: (a) hidrélisis de los enlaces a(1->4), (b)
hidrdlisis de los enlaces a(1->6), (c) formacidn de enlaces a(1->4) por
transglicosilacion y (d) formacidon de enlaces a(1->6) por transglicosilacion
(Wang et al. 2010). Esta versatilidad de la amilasas mutifuncionales ha sido
empleada en la produccion de IMOS a partir de almidén (Cao et al. 2014). Las
ciclomaltodextrin glicosiltransferasas (CGTasas) son un tipo de amilasas
multifuncionales usadas para la formacién de ciclodextrinas a partir de almiddn

(Reddy et al. 2017).
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Figura 1.11 Estructuras tridimensionales de amilasas. (A) a-amilasa de Aspergillus
oryzae, familia GH13 (PDB:2TAA). Los dominios A, By C, se indican en azul, rojo y verde,
respectivamente. (B) B-amilasa de cebada, familia GH14 (PDB:2XFY). (C) y-amilasa de
Saccharomycopsis fibuligera, familia GH15 (PDB:2F6D).

Las amilasas tienen diversas aplicaciones en las industrias de
detergentes, textiles, papeleras, productoras de bioetanol y sobre todo en la de
alimentos. En esta ultima catalizan la produccién de azlicares fermentables
necesarios para la elaboracién de pan o cerveza, favorecen la obtencion de
mezclas de oligosacaridos, jarabes de glucosa, fructosa o maltosa, etc. (Saini et
al. 2017; van Der Maarel et al. 2002). Otro uso de las amilasas, normalmente en
conjunto con glicosil hidrolasas con capacidad transglicosilante, es en la

produccién de isomaltooligosacaridos (Chockchaisawasdee & Naiyatat 2013).

1.2.4.2 a-Glucosidasas

Son glicosil hidrolasas catalogadas con el cddigo EC 3.2.1.20, que atacan
preferentemente al disacarido maltosa por el extremo no reductor, rompiendo
el enlace a(1->4) y liberando a-D-glucosa. Estas enzimas, aunque mas

lentamente, también pueden romper el enlace a(1->6) (Scheer et al. 2011).

Casi todos los organismos tienen una o mas a-glucosidasas, pero su

especificidad de sustrato varia entre especies. Segun la afinidad por el sustrato,
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las o-glucosidasas pueden ser de dos tipos: enzimas que prefieren
oligosacdridos de cadena corta (2 - 4 unidades de glucosa) como es el caso de la
a-glucosidasa de Aspergillus niger, o enzimas que prefieren oligosacaridos de
cadena larga (5 — 7 unidades de glucosa, incluso almidén) como ocurre con la o-

glucosidasa de Beta vulgaris (Tagami et al. 2013; Chiba 1997).

La mayor parte de las a-glucosidasas pertenecen a la familia GH31 y
GH13, aunque también se encuentran en las familias GH 4, 63, 97 y 122. Las a-
glucosidasas mas abundantes (familia 31) son enzimas multidominio. El domino
catalitico presenta la estructura de un barril (B/a)s (Figura 1.12) (Henrissat
1991). Las a-glucosidasas de esta familia son enzimas que utilizan un mecanismo
de retencién. Por tanto, pueden actuar como transferasas, catalizando la
transferencia del grupo glucosilo de un o-D-glucooligosacarido donador a un
grupo -OH de otra molécula aceptora. La a-glucosidasa de Aspergillus niger
pertenece a la familia 31 y es capaz de producir IMOS, utilizando maltosa como
sustrato (Ma et al. 2017; Mangas-Sanchez & Adlercreutz 2015; Chen et al.

2010b; Duan et al. 1995). La estructura de la enzima y en particular de su

Figura 1.12 Estructura terciaria de la a-glucosidasa de Beta vulgaris, familia GH31 (PDB:
3WEO) (Tagami et al. 2013). En azul se muestra el dominio catalitico (B/a)s.
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centro catalitico determinara su actividad transglicosilante, su preferencia por
aceptores especificos y por tanto el patrén de los productos de transglicosilacidon
(Song et al. 2013; Fernandez-Arrojo et al. 2007, Yamamoto et al. 2004;
Kobayashi et al. 2003; Mala et al. 1999).

1.3 Proteinas transportadoras de azucares

La membrana plasmatica de las células es impermeable a los azlcares.
Por ello, su metabolismo requiere la presencia de proteinas especializadas que

permitan el transito de estas moléculas hacia el interior celular.

El transporte de azlcares en la célula estd mediado por proteinas
transmembrana llamadas permeasas, con especificidad por la molécula a
transportar (Jojima et al. 2010). El mecanismo utilizado por una permeasa para
transportar un soluto de un lado a otro de la membrana se asemeja al modelo
enzima-sustrato. La permeasa tiene uno o mas sitios especificos de unién para
el solutoy después de sufrir cambios conformacionales reversibles, que alternan
la exposicion del sitio de uniéon del soluto a uno y otro lado de la membrana,
liberan el soluto sin ningun tipo de modificacién (Yin et al. 2006). Las permeasas
pueden actuar impulsadas por el gradiente de concentracion de la molécula a
transportar (transporte pasivo), o pueden requerir de un suministro de energia
(transporte activo). El transporte activo permite llevar moléculas en contra del
gradiente quimico. La energia necesaria para el transporte puede provenir de la
hidrélisis de adenosin trifosfato (ATP) (Wilkens 2015), de la hidrélisis de
fosfoenol piruvato (PEP) (Jojima et al. 2010) o de la disipacién del gradiente
quimico de una segunda molécula (Pao et al. 1998). Los transportadores
asociados a la hidrélisis de ATP pertenecen a la superfamilia ABC (ATP-binding

cassette). Esta superfamilia incluye transportadores activos multicomponentes
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capaces de transportar tanto moléculas pequefias como macromoléculas. Los
transportadores ABC estan distribuidos en todas las formas de vida (Wilkens
2015). Por otro lado, los transportadores asociados a la hidrdlisis de PEP estan
presentes Unicamente en bacterias y se utilizan para transportar aztcares y sus
derivados. Actlan dentro de un sistema de transporte denominado PTS
(phosphoenolpyruvate carbohydrate phosphotransferase system), en el que
ademdas de la proteina transportadora participan otras proteinas
citoplasmaticas. En el sistema PTS, monosacdridos, disacdridos y otros derivados
son fosforilados y transportados (Jojima et al. 2010; Siebold et al. 2001). Los
transportadores cuya energia depende del gradiente electroquimico de una
segunda molécula, estan incluidos en la superfamilia MFS (Major Facilitator
Superfamily). Estos transportadores estan ampliamente distribuidos en todas
las formas de vida, son capaces de transportar azlcares, iones, lipidos,
aminodcidos y péptidos, nucledsidos y otras moléculas (Pao et al. 1998; Yan
2013). La mayor parte de transportadores de azlicares en hongos pertenecen a

la superfamilia MFS.

La superfamilia MFS (Major Facilitator Superfamily) o también llamada
la familia uniporter-symporter-antiporter (Marger & Saier 1993), incluye
proteinas facilitadoras o uniporters que catalizan la difusidon simple de un soluto
en favor de su gradiente de concentracién (Figura 1.13A), y proteinas de
transporte activo que obtienen la energia del potencial electroquimico de un
segundo i6n o soluto. Estas ultimas de diferencian segln el transporte de este
segundo soluto se haga en la misma direccién (symporters) (Figura 1.13B) o en
direccion opuesta (antiporters) a la molécula a transportar. Las proteinas de la
MFS son polipéptidos en la mayoria estructurados en 12 hélices transmembrana

que a su vez se organizan en dos dominios (N y C), cada uno con 6 hélices
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Figura 1.13 Proteinas transportadoras. (A) Uniporter. (B) Symporter.

transmembrana consecutivas (Figura 1.14). En estas proteinas usualmente los
extremos N y C terminales estan del lado citoplasmico de la membrana. Los
transportadores MFS tienen un solo sitio de unidn a sustrato entre los dominios
N y C ubicado aproximadamente en la parte central de la proteina. La
superfamilia MFS esta dividida en 17 familias de las cuales las 1, 5 y 7 estan

involucradas en el transporte de azucares (Pao et al. 1998; Yan 2013).

36



INTRODUCCION GENERAL

Figura 1.14 Permeasa de lactosa de E. coli de la superfamilia MFS (PDB: 1PV7) en
complejo con un homdlogo de lactosa el [-D-galactopiranosil-1-thio-B-D-
galactopiranosido marcado en amarillo. La configuracion es abierta hacia adentro (el
lado periplasmico de la molécula esta orientado hacia arriba y el lado citoplasmico hacia
abajo). Los dominios N y C se muestran en azul y violeta, respectivamente (Abramson et
al. 2003).

La caracterizacion de los transportadores de azlcares tiene importancia
industrial de manera particular en la produccién de etanol de segunda
generacion, ya que una de las estrategias propuestas con el afan de disminuir la
inhibicidn de la hidrdlisis de celulosa por acumulacion de celobiosa en el exterior
celular, es la expresion heterdloga en Saccharomyces cerevisiae de permeasas
de celobiosa junto con una [-glucosidasa intracelular. Esta aproximacion
permite por un lado el transporte del disacarido, elimindndolo del medio
extracelular y limitando su accidn inhibidora, y por otro lado su metabolismo
hasta glucosa, la cual a su vez seria metabolizada hasta etanol que es el objetivo

final (Bae et al. 2014; Galazka et al. 2010).

En este contexto cabe destacar que algunas permeasas de azlcares son
capaces de transportar mas de un tipo de soluto. La permeasa de celobiosa CDT1

de Neurospora crassa también transporta [B-glucdsidos mas largos, como
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celotriosa y celotetraosa (Galazka et al. 2010). Ademas, se ha comprobado que
permeasas de otros azucares, como el transportador de lactosa LAC12 de
Kluyveromyces lactis (Sadie et al. 2011) y la permeasa de glucosa Stpl de
Trichoderma reesei (Zhang et al. 2013) pueden actuar como transportadores de
celobiosa. En Saccharomyces cerevisie los transportadores de glucosa también
son capaces de transportar xilosa pero lo hacen solamente cuando la glucosa se
ha agotado del medio. Es decir, |la afinidad del transportador por xilosa es mas
baja que por glucosa, lo cual supone un cuello de botella en la co-fermentacion

de mezclas xilosa - glucosa (Ha et al. 2011; Li et al. 2010; Hou et al. 2017).

El genoma de T. reesei, uno de los principales hongos celuloliticos,
codifica 164 proteinas que pertenecen a la superfamilia MFS (dos Reis et al.
2016), pero los transportadores de azlcares estan pobremente caracterizados
(Ilvanova et al. 2013; Porciuncula et al. 2013; Zhang et al. 2013; Bae et al. 2014).
En presencia de paja de trigo o glucosa se ha detectado la induccién o represién,
respectivamente, de la expresion de 11 genes que codifican 7 transportadores
de la superfamilia MFS, 1 transportador de xilosa, 2 transportadores de oligo
péptidos y 1 transportador de hierro (Ries et al. 2013). En T. reesei solo tres
proteinas estan descritas como transportadoras de celobiosa, Trire2 3405,

Trire2_67752 (Bae et al. 2014) y Trire2_47710 (Zhang et al. 2013).

1.4 Biotecnologia de carbohidratos

Los carbohidratos han sido utilizados en procesos biotecnoldgicos muy
antiguos como la fermentacidn, cuyo fin era obtener productos de consumo
humano como pan, vino o cerveza, pero las demandas de consumo humano han
ido cambiando, por lo que la actual biotecnologia de carbohidratos busca

generar nuevos productos. Dos de las facetas con mayor auge son la obtencién
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de biocombustibles, o de productos que mejoren la salud humana, como los

oligosacdridos prebidticos.

1.4.1 Produccion de biocombustibles

El caracter no renovable de los combustibles fdsiles y los subproductos
contaminantes que se generan durante su combustién son las razones basicas
para la busqueda de nuevas fuentes energéticas, renovables y con menor carga
contaminante para el medio ambiente. Dentro de los biocombustibles el etanol
es el de mayor produccidn. A nivel comercial se obtiene principalmente a partir
de la fermentacidon de los carbohidratos de la cafia de azucar y del maiz, siendo
Brasil y EE. UU los principales productores. En Brasil aproximadamente el 50 %
del cultivo de caia de azlcar se destina a bioetanol (Goldemberg 2008) mientras
gue en EE. UU alrededor del 30 % de la oferta de maiz es usada para generar
este biocombustible, de acuerdo con los datos del Departamento de Agricultura
de los EE.UU (https://www.ers.usda.gov/data-products/us-bioenergy-
statistics/). Por otro lado, el etanol obtenido a partir de estas materias primas o
etanol de primera generacidn, genera controversia por el posible cambio de uso
de la tierra y los cultivos, que podrian pasar de fines netamente alimenticios a
fines energéticos, lo que actualmente se denomina “Food vs. Fuel” (Tomei &

Helliwell 2016; Graham-Rowe 2011; Tenenbaum 2008).

La alternativa al uso de carbohidratos comestibles para producir etanol
es usar materias primas lignoceluldsicas, abundantes en la naturaleza, muchas
de ellas residuos agricolas o subproductos de la industria alimentaria. Para la
obtencidn de etanol a partir de fuentes lignoceluldsicas, o etanol de segunda
generacion, este material debe ser degradado hasta azlucares fermentables y

transformado a etanol con un rendimiento superior al 4.5 — 5 % para que la
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destilacién sea econémicamente viable (Lennartsson et al. 2014; Viikari et al.

2012).

En materiales lefiosos el principal componente es la celulosa (40-50 %),
la cual esta combinada con hemicelulosa (25-35 %), y con el polimero aromatico
lignina (15-20 %) para formar lignocelulosa (Jordan et al. 2012). Aunque en el
tratamiento previo de la lignocelulosa, para degradar la lignina y disminuir el
grado de cristalinidad de la celulosa, se utilizan métodos fisico-quimicos (Alvira
et al. 2010; Hendriks & Zeeman 2009), para degradar la celulosa se prefieren
métodos enzimaticos. En este proceso intervienen enzimas celulasas producidas
por hongos pero su aporte al coste del producto final es critico (Druzhinina &
Kubicek 2017; Cao et al. 2015; Viikari et al. 2012; Klein-Marcuschamer et al.
2012). Por otro lado, la conversidon de celulosa a glucosa por los cocteles
celuloliticos es ineficiente, bdsicamente porque la glucosa es un inhibidor de las
B-glucosidasas, lo que provoca una acumulacién de celobiosa, azucar que a su
vez es un inhibidor de las endoglucanasas y las celobiohidrolasas (Singhania et
al. 2013). Este mecanismo de accién en conjunto hace de la hidrélisis de la

celulosa un proceso complejo.

Se han utilizado varias estrategias para la obtencién de etanol a partir
de celulosa, bien manteniendo las etapas de hidrdlisis y fermentacién en dos
pasos (SHF) o bien en un solo paso, es decir sacarificacién y fermentacion
simultdnea (SSF) (Paulova et al. 2015; Duwe et al. 2017). La ventaja de esta
ultima es que el consumo de glucosa durante la fermentacién alivia la inhibicidn
de B-glucosidasas y celulasas por este aztcar, mejorando por tanto la eficiencia
de hidrdlisis. Una aproximacién mas ambiciosa es el llamado bioproceso
consolidado (CBP) en el que se pretende combinar en un mismo reactor la
produccién de celulasas, la hidrodlisis de celulosa y su fermentacion (Zhang &

Zhang 2013). En la Tabla 1.5 se describen las diferentes configuraciones
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propuestas para la produccién de bioetanol. Una de las formas de llevar a cabo
el CBP es la construccidn de cepas ingenierizadas de Saccharomyces cerevisiae
gue co-expresen varios genes que codifican enzimas celuloliticas incluyendo
endoglucanasas, celobiohidrolasas, 3-glucosidasas e incluso proteinas para el
ensamblaje de celulosomas (Davison et al. 2016; Liu et al. 2016; Kojima et al.
2013; Matano et al. 2012; Yamada et al. 2011; Wen et al. 2010; Jeon et al. 2009;
Tsai et al. 2009; Kotaka et al. 2008; van Zyl et al. 2007; Fujita et al. 2004; Fujita
et al. 2002). Sin embargo, debido a la complejidad del proceso celulolitico estas
aproximaciones tienen sus limitaciones. Por un lado, la capacidad degradadora
de las levaduras ingenierizadas no es tan eficiente como la de los complejos
celuloliticos de hongos, y ademas la sobreexpresién forzada de varios genes
puede estresar la fisiologia de la levadura. Esto hace que el proceso SSF

utilizando extractos celuloliticos fungicos siga siendo una opcidn a considerar.

Tabla 1.5 Diferentes configuraciones del proceso de produccidn de bioetanol a
partir de materiales celuldsicos

., Hidrolisis ..
— . Produccion Fermentacion
Descripcion Siglas . de . X
de enzimas microbiana
celulosa
drol d e
Hidrolisis Produccién e L
y Hidrdlisis Fermentacion =z
fermentacion SHF de L . =
enzimatica de azucares ]
por separado celulasas "
a
Sacarificacion ., =z
Produccién T L he)
y SSE de Hidrdlisis Fermentacién o
fermentacién enzimatica de azucares =
. ) % celulasas <
simultanea o
T T L
Produccio 2
. roduccion T L
Bioproceso Hidrolisis Fermentacion
. CBP de S ,
consolidado enzimatica de azlcares
celulasas

*Puede contemplar una pre-hidrdlisis del material, normalmente a una temperatura diferente a la de
fermentacién, en cuyo caso se denomina: Pre-hidrdlisis, Sacarificacion y Fermentacidon Simultaneas;
Sacarificacion y Fermentacién Simultdneas con inoculacion tardia; Sacarificacién y Fermentacion Semi-
Simultaneas; Licuefaccion mas Sacarificacion y Fermentacion Simultaneas; o Sacarificacion y Fermentacion
Simultaneas no isotérmicas. Adaptado de Duwe et al. (2017)
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En la Tabla 1.6 se indican algunas estrategias recientes para la
produccién de bioetanol a partir de residuos lignoceluldsicos sacarificados con
celulasas de Trichoderma reesei. Se observa que los rendimientos de etanol
estan por debajo del 4 %, lo que dificulta su recuperacidn. Cabe resaltar también
que la mayoria de los procesos complementa las celulasas de T. reesei con una
B-glucosidasa, para superar la inhibicion del proceso celulolitico por la
acumulacién de celobiosa. La B-glucosidasa se afiade directamente, lo que
incrementa el coste del proceso, o co-cultivando con otro hongo productor lo
que complica las condiciones de crecimiento. Por ello para dar soluciéon al
problema puntual de la inhibicion por celobiosa, se han propuesto dos
estrategias para implementar en Saccharomyces cerevisiae la capacidad de

metabolizar este disacdrido, bien de forma intracelular o extracelular.

La hidrélisis intracelular de la celobiosa en una levadura fermentativa
(Saccharomyces cerevisiae) requiere la expresion heterdloga de dos proteinas,
una permeasa y una -glucosidasa intracelular que hidrolice el enlace glicosidico
de la celobiosa y libere dos moléculas de glucosa (Lian et al. 2014; Bae et al.
2014; Galazka et al. 2010; Ha et al. 2011; dos Reis et al. 2016). De forma
alternativa se pueden expresar una permeasa y una celobiosa fosforilasa
(Chomvong et al. 2014; Ha et al. 2013a; Sadie et al. 2011). Esta ultima enzima
rompe la celobiosa y produce glucosa y glucosa-6-fosfato, lo cual reduce el
consumo de ATP en la incorporacién de la glucosa a la ruta glicolitica. Sin
embargo, para que la fosfordlisis sea eficiente se requieren altas
concentraciones de celobiosa intracelular. Considerando que las
concentraciones de este disacarido son relativamente bajas durante un proceso
SSF de celulosa (Tang et al. 2013). La mayoria de las aproximaciones se han
centrado en la ruta hidrolitica. En la Tabla 1.7 se citan algunos ejemplos de S.

cerevisiae ingenierizadas que han utilizado este mecanismo intracelular para la
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fermentacién de celobiosa. Se detallan las permeasas transportadoras de
celobiosa y las B-glucosidasas intracelulares usadas para la hidrélisis, asi como
los resultados de crecimiento y/o fermentacion (produccion de etanol)

obtenidos.

La segunda estrategia implica la hidrdlisis extracelular de la celobiosa,
para lo cual el organismo fermentador debe expresar un gen de una B-
glucosidasa secretable (van Rooyen et al. 2005; Gurgu et al. 2011;
Treebupachatsakul et al. 2016; Saitoh et al. 2010; Kricka et al. 2015; Hasunuma
& Kondo 2012; Yamada et al. 2013; Njokweni et al. 2012; Nakamura et al. 2008;
Katahira et al. 2006). Propuestas en esta linea incluyen la secrecién de la B-
glucosidasa al medio de cultivo, o la adhesién de la enzima sobre la superficie

celular de la levadura.

En este contexto, el presente trabajo plantea el desarrollo de un proceso
de hidrdélisis y fermentacion simultanea de celulosa, con una produccion in situ
de celulasas de Trichoderma reesei y el uso de una cepa genéticamente
modificada de Saccharomyces cerevisiae que expresa una [-glucosidasa
extracelular. Adema3s, se evaluardn los procesos de fermentacidn de celobiosa
utilizando las estrategias de hidrdlisis de celobiosa intracelular y extracelular de

forma comparativa.

1.4.2 Sintesis de oligosacaridos

La sintesis enzimatica de oligosacaridos presenta ventajas respecto a la
sintesis quimica debido a su mayor sencillez y menor impacto ambiental. Las
enzimas mas utilizadas son glicdsido hidrolasas (familia GH) con actividad
transglicosilante que no requieren sustratos activados (Talens-Perales et al.

2016).
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Este trabajo se centra en la produccidn de un tipo particular de
oligosacdridos, los IMOS, con aplicaciones como prebidticos y edulcorantes con
bajo aporte calérico. Para la produccién de IMOS lineales se puede partir de
almiddn o dextrano y usar la accién combinada de hidrolasas y transferasas para
generar mezclas complejas de a-glucdsidos (Madsen et al. 2017; Sorndech et al.
2017a; Basu et al. 2016). Otra alternativa es partir de sustratos menos
complejos, como sacarosa o maltosa, para generar mezclas de IMOS de una
composicion mas definida, utilizando a-glucosidasas, dextranosucrasas y otras
enzimas con actividad transferasa (Shi et al. 2016; Goffin et al. 2011; Madsen et
al. 2017; Gutiérrez-Alonso et al. 2016; Sorndech et al. 2017b; Pan & Lee 2005).
Para la sintesis de cicloisomaltooligosacdridos se ha descrito el uso de
ciclooligosacarido transferasas utilizando como sustrato dextrano o almiddn
(Funane et al. 2008; Funane et al. 2007a; Oguma et al. 1994; Mukai et al. 2006;
Mukai et al. 2005; Nishimoto et al. 2002; Aga et al. 2002).

La sintesis de IMOS a partir de almidén se ha conseguido utilizando
amilasas multifuncionales, enzimas ramificadoras de glucégeno y otras
glucanotransferasas. Las amilasas multifuncionales son capaces de hidrolizar
enlaces a(1->4) y de transglicosilar con alta actividad enlaces o(1->6) para
generar maltosa, maltotriosa, isomaltotriosa e isomaltotetraosa a partir de
almidén. Cuando el sustrato es maltosa el Unico producto generado es
isomaltosa y cuando el sustrato es isomaltosa el perfil de productos es mas
complejo (maltotriosa, isomaltotriosa, isomaltotetraosa, entre otros) (Wang et

al. 2010; Cao et al. 2014).

Las a-glucosidasas de la familia GH31 son las enzimas mas empleadas
para producir IMOS lineales a partir de azlcares sencillos. Estas enzimas utilizan
como sustrato donador principalmente maltosa, y el grupo glucosilo se

transfiere a diferentes sustratos aceptores (como la propia maltosa o glucosa).
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La especificidad de cada enzima por los sustratos donador y aceptor, y por el
tipo de enlace que se sintetice, determinard la variedad quimica de los IMOS
producidos en cada caso. Las a-glucosidasas de Aspergillus niger, Aspergillus
oryzae, Schwanniomyces occidentalis o Xanthophyllomyces dendrorhous se han
utilizado para sintetizar IMOS como panosa, isomaltosa e isomaltotriosa, todas
ellas con enlaces a(1-6) (Chen et al. 2010b; Mangas-Sanchez & Adlercreutz
2015; Wu et al. 2010; Gutiérrez-Alonso et al. 2016; Song et al. 2013). Por otro
lado, la a-glucosidasa de Acremonium implicatum tiene la capacidad de usar
diferentes sustratos donadores como nigerosa, maltosa, isomaltosa,
maltotriosa, maltotetraosa e incluso almidén soluble, y es capaz de
transglicosilar con enlaces a(1->3) y a(1->4) con mayor preferencia por los
primeros, lo que hace que los productos de sintesis se diversifiquen. Usando
solo maltosa como sustrato, esa a-glucosidasa es capaz de formar 8 tipos de
moléculas: nigerosa, nigerotriosa (32-O0-o-D-glucosil-nigerosa), 4-o-nigerosil-
glucosa (32-0-a-D-glucosil-maltosa), 32-0-a-nigerosil-maltosa, 32-0-a-maltosil-
maltosa, 42-a-nigerosil-maltosa (3%-0-o-D-glucosil-maltotriosa), maltotriosa y
maltotetraosa, de las cuales las seis primeras son IMOS (Yamamoto et al. 2004).
Otro ejemplo es la a-glucosidasa de Paecilomyces lilacinus que tiene la
capacidad de transglicosilar con enlaces a(1-3) y a(1->2), formando a partir de
maltosa los IMOS nigerosa y kojibiosa, con un rendimiento del 16 % y del 8,6 %

a partir de 100 g de sustrato, respectivamente (Kobayashi et al. 2003).

Se pueden obtener IMOS lineales a partir de azlcares sencillos como la
maltotriosa, utilizando otro tipo de transferasas. Mediante la accion combinada
de una amilomaltasa (EC 2.4.1.25) (4-a-glucanotransferasa) bacteriana y una
transglucosidasa de Aspergillus niger se han producido IMOS conDP de2 a6y
con enlaces a(1->4) y a(1->6) (Rudeekulthamrong et al. 2013).
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Las dextranosucrasas (EC 2.4.1.5) del género Weisella también han sido
utilizadas para la sintesis de IMOS, en este caso a partir de sacarosa. Estas
enzimas pertenecen a la familia GH70 y actlan por un mecanismo de retencion.
En la primera etapa rompen la sacarosa y liberan fructosa, y en la etapa de
transglucosilacidn transfieren la glucosa a una molécula aceptora mediante un
enlace por lo general o(1->6). La especificidad tanto del aceptor como del tipo
de enlace dependera de las caracteristicas del sitio catalitico de cada enzima
(Henrissat 1991). Usando la dextranosucrasa de Weissella confusa y maltosa
como molécula aceptora se han generado IMOS lineales y ramificados, con DP
de 3 a8y con enlaces a(1->6) y a(1->2), siendo mayoritarios los IMOS lineales
de la serie panosa (Shi et al. 2016). También se han generado IMOS lineales con
un DP de 3 a 10 usando la dextranosucrasa de Weissella cibaria y diferentes a-
glucanos (mono, di y trisacaridos) como aceptores. En este caso se comprobd
gue los a-glucanos de menor tamafio son utilizados preferentemente por la

enzimay, dentro de estos, aquellos con enlace o(1->6) (Hu et al. 2017).

Para la sintesis de cicloisomaltooligosacdridos (Cls) se han descrito
distintas ciclooligosacarido transferasas. Mediante una
cicloisomaltooligosacarido glucano transferasa (ClTasa) de Bacillus circulans
T3040 de la familia GH66 que actla por un mecanismo de retencién se han
obtenido Cls de 7 a 17 unidades de glucosa. La ClTasa usa dextrano como
sustrato y por transglucosilacién intramolecular (reaccién de ciclacién) genera
moléculas ciclicas con enlaces a(1->6) (Funane et al. 2008; Funane et al. 20073;
Oguma et al. 1994). La CITasa de Bacillus circulans T3040 contiene un médulo
de unién a azlcares (CBM35), que es determinante en el tamafio del Cl
sintetizado. El extremo no reductor del polisacarido se une al CBM35 vy el resto
de la cadena se extiende hasta el sitio catalitico, donde se rompe el enlace

a(1->6). El oligosacarido residual generado permanece temporalmente unido a
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la enzima (intermedio enzima-sustrato) a través del nucledfilo catalitico, y es
liberado por accién de la glucosa del extremo no reductor del mismo
oligosacadrido, liberado del CBM35, que actia como aceptor formando un enlace
a(1->6). Se completa asi el proceso de ciclacion produciendo una Cl de 8
unidades (Suzuki et al. 2014). Otras transferasas producen Cls a partir de
almidén (amilosa) o polisacaridos relacionados. La 6-a-maltosiltransferasa de
Arthrobacter globiformis M6 es capaz de catalizar reacciones de transferencia
a-1,6 maltosil tanto inter como intramoleculares, para sintetizar un
tetrasacarido ciclico, la maltosilmaltosa ciclica cuya descripcién quimica es:
ciclo-{-6)-a-D-Glcp-(1->4)-a-D-Glcp-(1->6)-a-D-Glcp-(1->4)-a-D-Glcp-(1->}
(Mukai et al. 2006). Por otro lado, dos enzimas de Bacillus globisporus C11, la
1,6-a-glucosiltransferasa y la 1,3-a-isomaltosiltransferasa han sido usadas para
la sintesis a partir de maltooligosacaridos del tetrasacarido ciclico (CTS):
ciclo{->6)-a-D-Glcp-(1-3)-a-D-Glcp-(1->6)-a-D-Glcp-(1->3)-a-D-Glcp-(1->}
(Nishimoto et al. 2002; Aga et al. 2002). Con el uso combinado de la 1,6-a-
glucosiltransferasa y la 1,3-a-isomaltosiltransferasa también se ha descrito la
produccién de derivados ramificados del CTS (4-O-a.-D-glucopiranosil-CTS y 3-O-
a-isomaltosil-CTS) (Aga et al. 2002).

En la Tabla 1.8 se resumen las diferentes estrategias usadas para la
obtencién de IMOS. Para la sintesis de IMOS también se ha aplicado la ingenieria
de enzimas, bien para cambiar el perfil quimico de los IMOS sintetizados por una
a-glucosidasa (Ma et al. 2017; Song et al. 2013) o por una amilasa multifuncional
(Cao et al. 2014) o bien para cambiar la especificidad de sustrato a una sacarosa
isomerasa para sintetizar isomaltosa a partir de sacarosa y maltosa (Lee et al.

2008).
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En la produccidn enzimatica de IMOS y de oligosacaridos en general, la
recuperacion de la enzima es un objetivo de interés a nivel industrial. Por un
lado, se consigue eliminar la enzima del producto final y por otro, si ésta es
suficientemente estable se puede reutilizar, reduciendo costes. La
inmovilizacién de la enzima purificada a un soporte insoluble, mediante
interacciones covalentes o electrostaticas ha sido una de las estrategias
empleadas para facilitar el paso de recuperacion (Datta et al. 2013; Brena et al.
2013). Cuando se utilizan estrategias “one-pot” en las que se evita el paso de
purificacién de la enzima y se utiliza directamente el organismo productor se
puede aplicar también este concepto de inmovilizacidn, fijando la proteina a la
superficie celular. Entre los distintos métodos posibles, destaca la unidn
covalente de la enzima a la membrana o la pared de la célula productora
mediante un mecanismo de anclaje a través de un glicosilfosfatidilinositol (GPI).
Los GPl actuan como ancla de muchas proteinas a la superficie celular eucariota.
En muchos organismos tienen una estructura comun formada por un fosfato de
etanolamina, tres manosas, una N-acetilglucosamina, y un fosfolipido de
inositol. La parte lipidica puede ser un fosfatidilinositol de diacilo o 1-alquilo-2-
acilo, o una fosfoceramida inositol. Los GPIs se unen a las proteinas por un
enlace amida entre el carbono del grupo carboxilo terminal y el grupo amino de
la etanolamina. Las cadenas de acidos grasos de los fosfolipidos de inositol se
insertan dentro de la capa externa de la membrana plasmatica (Figura 1.15A).
En el caso de ciertas proteinas de levadura, el ancla GPI sufre modificaciones, se
entrecruza con B-glucanos de la pared celular, y las proteinas quedan ancladas
a la pared (Kinoshita & Fujita 2016). El ancla GPI se une a la proteina en el
reticulo endoplasmatico por transamidacién, una reaccién en la cual la sefial de
unién GPl en el extremo C-terminal es cortada concomitantemente con la

adicion del residuo GPI. Las sefales de union GPl estan pobremente conservadas
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a nivel de secuencia, pero todas estdn compuestas de un segmento polar que
incluye el sitio de union GPI seguido de un segmento hidrofébico localizado en
el extremo C-terminal de la proteina (Figura 1.15B) (Galian et al. 2012).

Saccharomyces cerevisiae tiene mds de 60 proteinas ancladas a la superficie

A
©
&
3
2
a
6 @ Fosfato de
etanolamina
a2
o6 . Manosa
o u Glucosamina
ab
Fosfatidilinositol de diacilo
o 1-alkilo-2-acilo, o
fosfoceramida inositol

Membrana plasmética

B
Residuos
Sitio de pequefios
unién GPlw w+1 w+2 Regidn de Cola hidrofdbica
‘,ﬁ" enlace (15-20 aa)
e *
Péptido sefial " Tm~o_ Péptido sefial ,~
N-terminal T ~=~<o_  GPI ¥
N [ —
A A
i- Proteina con ancla GPI :

ER lumen

Citosol

Figura 1.15 (A) Estructura comun de un ancla GPI. (B) Estructura de la sefial de unién GPI
en la proteina. La transamidasa puede actuar independientemente de si la proteina es
liberada al lumen o si esta atada a la membrana endoplasmatica. Adaptado de Galian et
al. (2012).
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celular mediante GPIs. Entre las proteinas con ancla GPI fusionadas con enzimas
para generar hibridos anclados a la superficie celular estan: AGal, CWP1, CWP2,
TIP1, TIR1, YCR89w, FLO1, SAG1, SED1 entre otras. SED1 es una de las proteinas
mas utilizadas y se ha descrito su uso en forma completa o truncada (Inokuma

et al. 2015; Inokuma et al. 2014; Shimoi et al. 1998; Van der Vaart et al. 1997).

Dentro de este contexto, en este trabajo se propone disefar sintesis de
IMOS usando una a-glucosidasa de Aspergillus niger inmovilizada en la
superficie celular de Saccharomyces cerevisie que facilite su recuperacién y

reutilizacion.
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OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Abordar el estudio basico y aplicaciones potenciales de proteinas
(enzimas y permeasas) implicadas en el metabolismo de azucares a- y B-
glicosidicos, por levaduras. La principal aplicacidn relacionada con la utilizacién
de B-glucésidos es la fermentacién de celulosa para producir bioetanol de
segunda generacién. Respecto a la utilizacidn de a-glicésidos, su fermentacién
da lugar a bioetanol de primera generacién, que no es considerado objetivo
biotecnoldgico relevante. Por este motivo, el estudio de una oa-glucosidasa de
Aspergillus niger se ha orientado a la utilizacion de esta enzima para la
biosintesis de isomaltooligosacdridos, compuestos con posible funcidon

prebidtica y distintos usos en la industria alimentaria.

2.2 Objetivos especificos

1 Desarrollar un procedimiento de hidrélisis y fermentacién acopladas para la
produccién de etanol a partir de papel, utilizando una preparacion
enzimatica de Trichoderma reesei, producida in situ, y una cepa
genéticamente modificada de Saccharomyces cerevisiae.

2 Fermentacién de celobiosa por cepas de Saccharomyces cerevisiae
modificadas genéticamente. Anadlisis comparativo de la hidrdlisis extra o
intracelular del disacarido.

3 Sintesis de isomaltooligosacdridos por levaduras recombinantes que
expresan una a-glucosidasa de Aspergillus niger. Analisis estructural y

funcional de la enzima.
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Cepas utilizadas

Escherichia coli XL1-BLUE (Stratagene), con el genotipo: recAl endAl
gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F' proAB laclqZAM15 Tn10 (Tetr)] se
utilizé como organismo huésped en la clonacién de los distintos plasmidos
obtenidos en este trabajo. Saccharomyces cerevisiae BY4741 es isogénica a la
cepa silvestre estandar S288C, con genotipo: MATa AGT1 MAL12 mal13A MAL31
MAL32 mal33A his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 y T500 es un transformante
obtenido a partir de este huésped que expresa el gen de la B-glucosidasa (Bgl1)
de Saccharomycopsis fibuligera (Gurgu et al. 2011; Marin-Navarro et al. 2011).
Hanseniaspora guilliermondii CBS 2574 fue obtenida de la Coleccién Espaiiola
de Cultivos Tipo (CECT 11104). Trichoderma reesei (Hypocrea jecorina) CECT
2415, idéntica a ATCC 56764 y a NRRL 11236 y Aspergillus niger CECT 2775
fueron obtenidas de la Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo. Neurospora crassa

FGSC 2489 se obtuvo del Fungal Genetics Stock Center (http://www.fgsc.net).

3.2 Medios y condiciones de cultivo

3.2.1 Cultivo de E. coli

E. coli se cultivd en medio liquido LB (extracto de levadura 0.5 %,
peptona 1 % y cloruro de sodio 0.5 %), con agitacién orbital a 200 rpm, o en
placas de medio sdlido LB con 2 % de agar bacterioldgico en estufa a 37 °C
durante 20 h aproximadamente. Las bacterias transformantes con plasmidos del

gen Amp® se cultivaron en medio LBA (LB con ampicilina 100 mg/L).
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3.2.2 Cultivo de levaduras y hongos

Las levaduras se cultivaron a 30 °C en medios liquidos con agitacion
orbital a 200 rpm, o sélidos. Los medios sdélidos se prepararon son 2 % de agar
bacterioldgico. En todos los medios el antibidtico y los azucares diferentes a la
glucosa fueron esterilizados por filtracidon a través de un poro de 0.22 um. T.
reesei, A. nigery N. crassa fueron cultivados y mantenidos en medio sélido PDA
(almiddn de patata 0.4 %, dextrosa 2 % y agar 2 %) en estufa a 30 °C. En medio
liquido, T. reesei y N. crassa se incubaron a 30 °C y A. niger a 26 °C, todos con
agitacion orbital a 200 rpm. En la tabla Tabla 3.1 se detallan los diferentes

medios utilizados.

Tabla 3.1 Medios de cultivo utilizados para levaduras y hongos

DENOMINACION COMPOSICION UTILIZACION

Medios ricos

vP Extracto de levadura 1 % Hongos
Bactopeptona 2 % &

Levadurasy

YPD Medio YP mas glucosa 2 %
hongos
YPC Medio YP mas celobiosa 2 % Levaduras
Medio YP mas papel de filtro
YP2P RM13054252, 73 g/m?, 2 %, cortado en Hongos
cuadrados de 25 mm?
Medio YP mas papel de filtro
2 Hongos y
YP5P RM13054252, 73 g/m?, 5 %, cortado en
Levaduras

cuadrados de 25 mm?

Medios minimos

Base nitrogenada para levadura (YNB)
sin aminoacidos 0.17 %

D L
> Sulfato de amonio 0.5 % evaduras

Glucosa 2 %

Medio SD suplementado con los
SCD requerimientos de la Tabla 3.2 excepto Levaduras
uracilo y leucina
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DENOMINACION COMPOSICION UTILIZACION
Base nitrogenada para levadura (YNB)
sin aminoacidos 0.17 %
1 0,
sce Sulfato de amonio 0.5 % Levaduras

Celobiosa 2 %

Suplementos segun la Tabla 3.2

excepto uracilo y leucina

Para seleccionar cepas resistentes a geneticina, se afadié G418 a los

medios a una concentracion de 100 pg/mL (medios ricos) o 250 pug/mL (medios

minimos). En el caso del medio minimo con G418, la fuente de nitrégeno

utilizada fue glutamato monosédico 0.1 % en lugar de sulfato aménico 0.5 %.

Para inducir la expresién de genes bajo el control del promotor CYC-GAL se

afiadid a los medios galactosa 0.1 %.

Tabla 3.2 Suplementos de los medios sintéticos para el cultivo de levaduras

ABREVIATURA USADA EN CONCENTRACION EN EL

REQUERIMIENTO LOS MEDIOS DE CULTIVO | MEDIO DE CULTIVO (mg/L)
Adenina ade 20
Uracilo ura 20
Triptéfano trp 20
Histidina his 20
Arginina arg 40
Metionina met 20
Tirosina tyr 50
Leucina leu 60
Isoleucina ile 60
Lisina lys 50
Fenilalanina phe 50
Acido aspartico asp 100
Acido glutdmico glu 100
Valina val 150
Treonina thr 200
Serina ser 400
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3.3 Construcciones génicas

3.3.1 Vectores utilizados

£ 0 m
& :

o @ | bom

P«\K«\pn promoter

(acoperator ———— PEMBLyex4
Mirew— 8800 bp

4 evun |
o‘\°\»0) \aC Promote,.
K

(5080) PaeR7I - PspXI - Xhol
(4979) Sphl—_ ——

(4827) Sacl—

(4825) Eco53kI—

(4821) Kpnl—

(4815) Smal —

(4813) TspMI - Xmal
(4808) BamHI

(4802) Xbal -~

4 /
(4794) PstI - Sbfl

(4796) Sall
(4788) Sphl I
(4778) HindIII

[CAP binding site
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Figura 3.1 Esquemas de los vectores pEMBLyex4 (A) y YEplac112-AK (B)
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Los vectores utilizados para la clonacidon y expresién génica en S.
cerevisiae fueron pEMBLyex4 y YEplac112-AK. Ambos confieren resistencia a
ampicilina a E. coli. pEMBLyex4 contiene un promotor de levadura inducible por
galactosa (CYC-GAL) y los genes URA3 y LEU2? que complementan las
auxotrofias para uracilo y leucina, respectivamente, de la cepa S288C.
YEplac112-AK es un vector derivado a partir de YEplac112 (Gietz & Sugino 1988)
mediante insercion del gen KanMX, que confiere resistencia al antibidtico G418,
clonado en los sitios Sacl/Smal, y el promotor del gen de la actina, clonado en
los sitios Smal/Xbal. Ambos fragmentos se obtuvieron del plasmido pACT-Kan
descrito previamente (Gurgu et al. 2011). En la Figura 3.1 se muestran los
esquemas de estos vectores con los principales sitios de restriccion en el sitio de

clonacidn de cada uno de ellos.

3.3.2 Cebadores utilizados

Las secuencias de todos los cebadores utilizados en este trabajo y el gen

objetivo de la amplificacién en cada caso se detallan en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3 Lista de cebadores utilizados

CEBADORES | # bp SECUENCIA? usos®

Amplificacién de B-glucosidasas
2MC25 37 TGCGGATCCACTTCTACATTTGATCCTGAATATCTTC HgBgl_Fwd (BamHlI)
2MC26 37 CTGTCTAGAATGACTTCTACATTTGATCCTGAATATC HgBgl_Fwd (Xbal) + ATG
2MC27 37 AGACAAGCTTTCATAAACCTGACCAATAATAGTCATC HgBgl_Rev (Hindlll)
2MC73 34 TCGTCTAGAATGACTATTTTTCAATTTCCGCAGG PpBglA_Fwd (Xbal)
2MC74 32 AGCCGTCGACTTAGCGTCTAGTCTCCAACCAG PpBglA_Rev (Sall)
2MC77 33 TCGTCTAGAATGTCTCTTCCTAAGGATTTCCTC NcBgl_Fwd (Xbal)
2MC78 34 TAGTGCATGCTTAGTCCTTCTTGATCAAAGAGAC NcBgl_Rev (Sphl)
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CEBADORES | # bp SECUENCIA? usos®
Amplificacion de permeasas
2MC33 28 CTGTCTAGAATGAAGGAGCCGCCCAAGG Tr_StrA_Fwd (Xbal)
2MC34 37 AGACAAGCTTTTAAGCCTTCTCGATATTGACAATGTC Tr_StrA_Rev (Hindlll)
2MC35 27 CTGTCTAGAATGGCTCCCTCTGCGGCG Tr_StrD_Fwd (Xbal)
2MC36 35 AGACAAGCTTTTATACAGATGAACCGGAAACCGAC Tr_StrD_Rev (Hindlll)
2MC37 30 CTGTCTAGAATGGCGGAAAAGGACGAGTCG Tr_StrC_Fwd (Xbal)
2MC38 31 TACTCTGCAGTCAAACCCGGTCAGCATTGCC Tr_StrC_Rev (Pstl)
2MC54 28 CTGTCTAGAATGCAAGCCGCGCTGCTAC Tr_StrB_Fwd (Xbal)
2MC55 33 AGACAAGCTTTCAAACATCGTCCCTACCATCTG Tr_StrB_Rev (HindIll)
Tr_StrB Fwd a partir de
de la base 640.
2MC91 22 GGGCGTGTCGACGAAGCAAAAG Disefiado para eliminar
el segundo intrén del
gen.
Tr_StrB Rev a partir de
Mco2 | 23 ATGTTGTACACACCATCGTGGGC la b;:fasji :?:asf:f“
segundo intrén del gen.
2MC56 30 CTGTCTAGAATGGGAATCCTCAAACCCACC Tr_StrE_Fwd (Xbal)
2MC57 34 AGACAAGCTTCTAACTCGTGGTCTTCTCGTTGTG Tr_StrE_Rev (Hindlll)
2MC58 27 CTGTCTAGAATGGTCCAGTCCGCCACC Tr_StrF_Fwd (Xbal)
2MC59 32 AGACAAGCTTTCAGGCCTCATTTGTCTTGAGG Tr_StrF_Rev (HindlIl)
2MC60 37 CTGTCTAGAATGGCTTACAAAATTAGCAACATTTATG Tr_StrG_Fwd (Xbal)
2McCé61 37 TAGTGCATGCTCAAACTTCATTTACGTCAAGCTGAAG Tr_StrG_Rev (Sphl)
2MC88 36 ATCCCGGGATGGCTTACAAAATTAGCAACATTTATG Tr_StrG_Fwd (Smal)
2MC89 36 CTGTCTAGATCAAACTTCATTTACGTCAAGCTGAAG Tr_StrG_Rev (Xbal)
2MC62 30 CTGTCTAGAATGCCCATTGGCAACATCTAC Tr_StrH_Fwd (Xbal)
2MC63 30 AGACAAGCTTCTACTGGGGAGGGGGAGTGC Tr_StrH_Rev (Hindlll)
2MC109 28 CTGTCTAGAATGGCCGACGTCCACGTCG Tr_Srtl_Fwd (Xbal)
2MC110 | 32 AGACAAGCTTTTAGACCTCGGCGGTAGGCTTC Tr_Srtl_Rev (Hindlll)
2Mc111 | 31 CTGTCTAGAATGCGTTTCTCCGAGAAGCTCG Tr_Srt)_Fwd (Xbal)
2MC112 37 AGACAAGCTTTTACACTTGAAGTTCAACTCCTTGGTC Tr_SrtJ_Rev (Hindlll)

Amplificacion de a-glucosidasa y construcciéon de hibridos

2MC70

29|

CTGTCTAGAGCGAGCCAGTCACTCTTATC

AglA_Fwd(Xbal)
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CEBADORES | # bp SECUENCIA® usos®
2MC90 29 CCAGGATCCGCGAGCCAGTCACTCTTATC AglA_Fwd (BamHI)
2MC71 35 TCACAAGCTTTTACCATTCCAATACCCAGTTTTCC AglA_Rev(HindlIl)
2mMC81 29 CCAGGATCCATGGTGGGACTTAAGAACCC STA%B—:ﬁ::I—)FWd
STA1_AglA sin coddn de
parada, incluye 2 Thr
2MC82 40 CCTAGTGCATGCAGTGGTCCATTCCAATACCCAGTTTTCC (en verde) antes del
sitio de restriccion, Rev
(Sphl).

Sed1 completo (sin
ATG), incluye una Sery
2MC83 44 | CCTAGTGCATGCAGTGGTAAATTATCAACTGTCCTATTATCTGC una Gly (en verde)

antes del sitio de
restriccion, Fw (Sphl).

Sed1 desde el
aminodcido 110
inclusive, incluye una

2MC85 | 38 CCTAGTGCATGCAGTGGTGCTCTTCCAACTAACGGTAC
Ser y una Gly (en verde)
antes del sitio de
restriccion, Fw (Sphl).
2Mc84 | 35 CACAAGCTTTTATAAGAATAACATAGCAACACCAG Sed1 completo, Rev

(Hindll)

2 Los sitios de restriccién estan marcados en rojo.
b Fwd: cebador forward. Rev: cebador reverse. Entre paréntesis se indica la enzima de restriccion que
reconoce la secuenca marcada en rojo.

3.3.3 Obtenciéon de DNA molde

Para obtener los cDNAs de N. crassa y A. niger utilizados como moldes
para la amplificacion de NcBgl y AglA, respectivamente, los hongos fueron
cultivados con agitacién a 200 rpm en medio liquido: YPC a 30 °C durante 72 h
para N. crassa, o YPD a 26 °C durante 36 h para A. niger. El micelio se recuperd
por filtracién, se congeld y se rompié mediante molienda en nitrégeno liquido,
en un mortero con una maza. El RNA fue aislado usando RNA PLUS (MP
Biomedicals), basado en el procedimiento descrito por Chomczynski & Sacchi
(1987). Para la transcripcion reversa se utilizo el kit comercial Superscript I First

Strand Kit (Invitrogen).
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El DNA gendmico de H. guilliermondii, utilizado como molde para la
amplificaciéon de la 3-glucosidasa HgBgl, se obtuvo a partir de 4 mL de cultivo en
medio YPD siguiendo el método de aislamiento descrito por Polaina y Adam
(1991), y modificado por Latorre-Garcia et al. (2007). En el caso de la B-
glucosidasa de Paenibacillus polymyxa (PpBglA), el DNA molde se obtuvo a partir

del plasmido pLGBGA previamente descrito por Painbeni et al. (1992).

3.3.4 Plasmidos generados

En el vector de expresion constitutiva YEplacl112-AK se clonaron las
secuencias codificantes de las B-glucosidasas intracelulares de Neurospora
crassa (NcBgl), Hanseniaspora guilliermondii (HgBgl) o Paenibacillus polymyxa
(PpBglA), bajo el control del promotor de actina (pACT1) y con el marcador de

resistencia a geneticina (kanMX4) (Figura 3.2).

En el vector pEMBLyex4, bajo el control del promotor inducible de
galactosa (CYC-GAL) se clonaron los genes de las permeasas de Penicillum
oxalicum (Po_CdtC) (Figura 3.3A) y de Trichoderma reesei (Tr_SrtA a J). El

procedimiento para generar estas construcciones se detalla en la Tabla 3.4.

En el plasmido pSSP-GOX (una versidn modificada del vector
pEMBLyex4) que contiene el promotor inducible de galactosa (CYC-GAL)
fusionado a la secuencia sefial de la proteina Stal de Saccharomyces cerevisiae
(Marin-Navarro et al. 2011; Marin-Navarro, et al. 2015a), se cloné la region
codificante de la a-glucosidasa de Aspergillus niger (AglA), dando lugar al
plasmido pSSP-AG. Para obtener esta construccion, el gen aglA (GeneBank:
D45356.1) fue amplificado a partir de cDNA de A. niger con los cebadores 2MC70
(forward) y 2MC71 (reverse), digerido con Xbal/Hindlll y clonado en pSSP-GOX

en los sitios Nhel/HindlIIl. Por otra parte, mediante fusidn del gen aglA con dos
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versiones del gen SED1 de S. cerevisiae, que contiene la secuencia de anclaje

GPI, se generaron dos versiones hibridas de la a-glucosidasa AglA. Una primera

version (AglA-SED1A) unida al gen completo SED1, y una segunda version (AglA-

SED1B) unida a una forma truncada de SED1 que carece de los primeros 327

nucleétidos (109 aminodcidos). Entre AglA y SED1 se inserté el polipéptido Gly-

Ser-Ala-Cys-Thr-Thr como espaciador (Figura 3.3B-D). El detalle de la obtencién

de las construcciones hibridas se muestra en la Tabla 3.4.

(233) HindlIl

AMPR Promoge

(4758) Sacl

y

HgBgl_YepAK
9465 bp

SphI (243)
/ _Pstl (249) (233) HindIIl Sphl (243)
/ B

_Sphl (247)
-~ sall (333)

/T xbar (2804)

/" BamHI (3231)
Smal (3291)

Pstl (3525)

HindIII (4243) ‘\
Sacl (3634)
(233) HindIll  SphI (243)

_ Pstl (249)
C / /" _sall (251)

s 8
on §
lac Drumgr&
5

W - Xbal (1604)

PpBglA_YepAK —— BamHI (2031)
8265 bp Smal (2091)
/ T pstr (2325)

“HindIIT (3043)

Sacl (3558)

Figura 3.2 Esquemas de los plasmidos HgBlg_YepAK (A), NcBgl YepAK

PpBglA_YepAK (C)

Xbal (1680)

NcBgl_YepAK
= ~ BamHI (2107)
8341 bp ~— Smal (2167)
“" T PstI (2401)

N
HindIIT (3118)

(B) y

73



MATERIALES Y METODOS

SSONT

X9\ 3414 UIH/|e : 1S 4
A 3841 lIPUIH/IegX ST 1°06967493 NS A1
- 9EJINT -
XaA~ @41sd UiH/|e : 157
A QASIL lIPUIH/IeqX CEINT 172687493 ans 41
- 8EJNT "DJ1S UL 9P 0SeD |3 UD [3Isd/IBGX UOD O |[|PUIH/IEGX . -
XSA JhsL sd/1eax LEIINT uod oplSIp A 195934 | 9p YN@D 3p Jinued e opednyljdwy V'E0L5VHO3 245 AL yxoA1gn3d
- SSOINT _ —
X3\ g41S4 uiH/|e : 15
A 94511 lIPUIH/IeQX YEINT T1°685796900 dX >84S L
- VEINT -
XaA V414 UiH/|e : 1S
A VASIL lIPUIH/I_qX CEVNT T'19867493 vAaS A1
XA 21pJ0d 13sd/1eqx eu ‘[3sd/legx uod opla3ip ‘40213P3UIS USDH T°€£95CSd3 21pD od
seseawad
- VLONT 11es/Ieqx uod oplia3Ip A (Z66T '8 19 .
Avdo; [Bgdd lles/1eax €LOINT 1uaquied) y9g97d opiwseld |3p Jiied e ydd Jod ope Tedecyvy vi3gdd
- 8/ONT 1yds/jegx uod . —
AVASATIBEN Iuds/ieqx LLDOINT oplia3ip A psspao ‘N p YNQD 3p J11ed e Ydd Jod oped T'8SLEGETTO dX 138N
*MOU3|y 0juswSely |9 UOd OJUBIWEIRI} AV-ZTT2e|d3A
(LOLUIOJ OWBINE) J0d OWOJ UD OIIIAUOD 3S [||PUIH OAISBYOD OWDJIXD
MvdaAT13g8H o ec/ie ! Lowe |2 uonsasip epungas e| ap saUY ‘[egx U0d 03an| A |jpulH £992099N 1888H
lles/1eax 9TIAZ u02 oJawlid ‘uonsaBIp 3|qop e OpIIBWOS A ipuowlialjinb
‘H 9p 021wouad yYNQ ap J1ned e Ydd Jod opedyidwy
sesepisodn|S-¢
L (ol ENNE]
JINVIINSIY Vav.1y3asnI
NOIDINYLSNOD ZNMHOMMA.HMJU s3yoavaid O1Y43SNI 13d NISIHO VNJ3LO¥d aI OLY3SNI HOLI3A

oleqeJy 91s9 U sepez

N Se2JUYS SAUOIIINJISUOD SBIUIISIP SB[ 3P UOIdDUIGO e[ eJed 03UBIWIPAI0Id '€ B|gel

74



MATERIALES Y METODOS

1@3s ap 081p9) »

(A3ojouyda] 1@l ‘s¥20|gauaDn) sody12adsa UQIDILISDI BP SIS UOI [B3Ul| YNA p
*ajueynsal 03onpoud [ap uoIdesI| A UoIde|1I04S04 (Z6DINT ‘T6DINT) S9IUEaNbUE)) S2I0PED U0D Y)d Jod OpeulwI[d 3Ny 1S ‘UOJIUI UN BJUSIUOD dnb epesadoud ajuawieldled BWIO) BUN OANGO 3S ,
*(+) XS 11 1dasan|gd ap |35d/IBgX SONIS SO| US OPEUO| ‘(1SNDBUSD) abIsINa43I °S eled sopeziwildo SBUOPOD U0 U3 4

‘|egX UOD JLIASIP 9P SaIUR MOUS|Y OJUdWSeL) 3 UOD 01e4] 35 A [[BS UOD O

Ip S v_<|N._”._”UN_Qm> us owoJs onl

1o Jesauas esed .

¥8DINT 1IPUIH/1ydS uod ouiBip as A
_ S8INT 3DISIN3133 °S P 00IWOUSS YNQ dp J11ed e ooyjdwe 3s 9TA3S e -
4TpPas OY-dssd | HIpUIH/IHWeg - 4Tpas VI3V TVLS
T8INT 1yds/IHweg uod ouISIp
T8N 3s A py-dssd opiwseld |ap sined e ooyijdwe 3s y|8y TV1S
yxaA1gin3d
82T 1IPUIH/1YdS uod ouIBip s A awisina430 ° ap 0d1WoUa3 YNA
— €8OINT ap Jiued e (jeniul 91y |9 opuahn|oxs) goydwe as y1QIs _ e -
VIP3S 9V-dSSd | IIIPUIH/IHWeg 2€'79€0T0 dN | VIPSS VISV TV1S
T8N 1yds/IHweg uod ouISIp
T8I s A py-dssd oplwse|d |ap Jined e odyljdwe as v|8y TVLS
sepliqly sesepisoan|s-o
_ TTTONT . -
XA [11S4L lIPUIH/1BgX ITTONZ [IPUIH/IBQX U0d OpLIBSIP ,001391UIS UBD 1'Z8€L7493 s7aL
- OTTONT _ _
XA 13SIL 1IPUIH/1BgX T°LL8796900 dX 13571
Puth/ieg 60TONC IIPUIH/1egX
_ €9INT uod opua8ip A 135334 *1 9p YNQ2 p Ji1nued e opeayidwy _
XA HAISIL 1IPUIH/1BgX T'67E€9v4D3 HAS AL yxaA1gin3d
T9ONT
_ 68JINT . ~
XA DSIL legx/lews 8SINT [BGX/IEWS UOI OPLIBSIP L0111l USD 16897493 9171
_ 6SDINT . ~
XaA 443541 1IPUIH/IegX BOANT IIPUIH/IBQX UOD OPLIBBIP LOJ1IPIUIS UBD 1°7869v493 35741
YOL1DIA 13
3LNVLINSIY Vav.LyasNI
NOIDINYLSNOD N3 NOIDVNOT) | S3¥Ooavgad OLY3SNI 13a N3IDINO VNJ310¥d I OLY3SNI HOLD3A

34 solLIs

75



MATERIALES Y METODOS

. 1@ 5]
| b
[ ot

e

PoCdtC_Yex
10,447 bp

lac pro,
Mog
€

aoweld Evn

(7548) Stul |

"\ Hindmz (4778)
| Sphl (4788)
PstI (4794)

"[///ZIC 5] N
R | bom S5 N
NP promote,. Mz%

o

pao®

PSSP-AG_Sed1A
12,812 bp

(8993) Sphl —
(8841) Sacl —
(8829) Smal /
(8822) BamHI

HindIII (4778)

AN
\_ . sphl (s808)

/| ‘\ N smal (s917)
Nhel (6144)

Smal (6274)

(7115) Pstl
|
Pstl (6293)

(6672) Sacl
(6612) Sacl

[ Kpnl (2824)

fﬂ ]

| bom N
Y

oR promote, ’V& N

peo?!
g
3 o

C proy,
O,
0,
%,

——Kpn (2824)

PSSP-AG
11,791 bp

URA3 pmmarg:'
lac 5,

B

(7818) Sacl ..

(7812) Kpnl =
(7806) Smal
(7799) BamHI |
(7793) Xbal
~ HindIII (4778)
Smal (4888)
| . Nhel (5115}
[ \ . "Smal (5245)
| \ Pstl (5264)
/ Sacl (5583)
(6086) Pstl sacl (5643)
D AT N
~— % | bom N
e promotey. M73
IS r o
(8669) Sphl
(8517) Sacl —

(8505) Smal /
(8498) BamHI

HindIII (4778)

Sphl (5484)

/ / NN smal (s893)
(6791) Pstr / \ Nher (s820)
. Smal (5950)
(6348) Sacl
(6288) Sact Pt (5969

Figura 3.3 Esquema de las construcciones obtenidas a partir del vector pEMBLyex4. (A)
PoCdtC_Yex, (B) pSSP-AG, (C) pSSP-AG_Sed1A, (D) pSSP-AG_Sed1B.

3.4 Cepas transformantes de levadura generadas

La transformacion de levaduras se realizé siguiendo el método del

acetato de litio (Gietz & Woods 2002). Las cepas transformantes generadas en

este trabajo se detallan en la Tabla 3.5.
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Tabla 3.5 Levaduras transformantes obtenidas

CEPA HUESPED TRATVLSI-:%\::\IngTE CEPA TRANSFORMANTE MEDIO DE SELECCION®
YEplac112_AK BY4741_sinBgl
Bya741 HgBgl_YepAK BY4741_HgBgl YPD + G418 6
NcBgl_YepAK BY4741_NcBgl SD + G418 + his / met / ura/ leu
PpBgl_YepAK BY4741_PpBglA
BY4741_sinBgl BY4741_sinBgl_PoCdtC
BY4741_HgBgl BY4741_HgBgl_PoCdtC
PoCdtC_Yex SD + G418 + his / met
BY4741_NcBgl BY4741_NcBgl_PoCdtC
BY4741_PpBglA BY4741_PpBglA_PoCdtC
pEMBLyex4 BY4741_NcBgl_sinStr
TrStrA_Yex BY4741_NcBgl_TrStrA
TrStrB_Yex BY4741_NcBgl_TrStrB
TrStrC_Yex BY4741_NcBgl_TrStrC
TrStrD_Yex BY4741_NcBgl_TrStrD
BY4741_NcBgl TrStrE_Yex BY4741_NcBgl_TrStrE SD + G418 + his / met
TrStrF_Yex BY4741_NcBgl_TrStrF
TrStrG_Yex BY4741_NcBgl_TrStrG
TrStrH_Yex BY4741_NcBgl_TrStrH
TrStrl_Yex BY4741_NcBgl_TrStrl
TrStr)_Yex BY4741_NcBgl_TrStr)
pEMBLyex4 BY4741_pEMBLyex4
PSSP-AG BY4741_AglA
BY4741 SD + his / met
pSSP-AG_Sed1A BY4741_AglA_Sedl1A
pSSP-AG_Sed1B BY4741_AglA_Sed1B

3 Las concentraciones de antibidtico y requerimientos adicionales son los indicados en el apartado 3.2.2.

3.5 Obtencién de enzimas a partir de T. reesei

Para la obtencién del coctel celulolitico de T. reesei, se inocularon 2 mL
de medio YP2P con 10 pL de una solucién de esporas de aproximadamente 108
conidios/mL y se mantuvieron en agitacion orbital a 200 rpm a 30 °C durante 72
h. Este precultivo fue utilizado para inocular las fermentaciones liquidas o

solidas.
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Para la fermentacién liquida se inocularon 25 mL de medio YP5P, y el
cultivo se mantuvo en agitacién orbital a 200 rpm a 30 °C durante distintos
tiempos (2 — 11 dias). A continuacion, el cultivo fue centrifugado a 1500 g 5 min

y el sobrenadante utilizado como céctel celulolitico.

Para la fermentacién sdlida se utilizaron 5 g de papel de filtro
(RM13054252) estéril, cortado en cuadrados de 25 mm?, en un matraz de 250
mL, humedecido con 8 mL de medio YP suplementado con 0.5 % de almiddn.
Tras el indculo, los matraces se incubaron sin agitacién a 30 °C durante distintos
tiempos (6 - 20 dias). Para extraer las enzimas del medio sélido fermentado se
afiadieron 8 mL de medio YP y se mantuvieron los matraces en agitacion orbital
a 200 rpm durante 30 min. El material sélido se elimind mediante filtrado a
través de un poro de aproximadamente 1 mm, centrifugacién a 1500 g 5 miny
un segundo filtrado a través de una membrana de 0.2 um. El filtrado obtenido
se utilizé como fuente de enzimas celuloliticas. Para algunos ensayos el filtrado

se dializé en tampdn citrato fosfato pH 5.5.

3.6 Obtencidn de enzimas a partir de S. cerevisiae

3.6.1 Obtencién de B-glucosidasas

Las B-glucosidasas producidas por S. cerevisiae se obtuvieron a partir de
extractos celulares crudos o de sobrenadantes del cultivo. En el primer caso, los
sedimentos de células, recolectadas por centrifugacion, se lavaron con aguay se
resuspendieron en agua, o del tampdén de ensayo correspondiente, y se
rompieron por agitacion vigorosa (vértex) con perlas de vidrio (de 425 a 600 um
de didmetro) durante 3 ciclos de 1 minuto alternados con 1 minuto en hielo.

Para clarificar los extractos, se eliminaron los residuos celulares por
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centrifugacién a 15000 g 2 min. Para algunos ensayos se dializaron los

sobrenadantes en tampdn citrato fosfato pH 5.5.

3.6.2 Obtencion de a-glucosidasa

Para la produccién de la a-glucosidasa, se inocularon cultivos de YPD
con las cepas de S. cerevisiae transformantes, con distintas versiones de la o-
glucosidasa, a una ODggo de 0.5. El cultivo se mantuvo a 30 °C con agitacién
orbital a 200 rpm hasta que alcanzd una ODgo de alrededor de 2.0. En ese
momento se afiadié el inductor (galactosa) a una concentracion final de 1 %. El
crecimiento se mantuvo en las mismas condiciones por un periodo adicional de
aproximadamente 18 h. El cultivo fue alicuotado y centrifugado para separar las
células del sobrenadante. Las células fueron lavadas con tampdn citrato fosfato

pH 5.5, y resuspendidas finalmente en el mismo tampdn.

3.7 Ensayos de crecimiento y fermentacion

Se ensay0 la capacidad de distintas cepas de S. cerevisiae transformadas
con B-glucosidasas extracelulares o intracelulares para crecer con celobiosa u

otros sustratos celuldsicos, asi como su capacidad para fermentarlos.

3.7.1 Crecimiento en celobiosa

En un matraz de 50 mL se dispuso un volumen de 25 mL de medio SCC
con G418 y galactosa al 0.1 % como inductor. Se inocularon células a una ODggo
inicial de 0.1 y se mantuvo el cultivo durante varios dias a 30 °C con agitacion
orbital a 200 rpm. Se tomaron muestras a diferentes intervalos de tiempo y se

siguid el crecimiento midiendo la OD a 600 nm.
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3.7.2 Ensayos de fermentacion

Inicialmente, se prepard un cultivo de 10 mL en medio sintético minimo,
suplementado con 0.1 % de galactosa esterilizada por filtracién, manteniendo la
presion de seleccién de cada transformante de levadura. Una vez crecido, el
cultivo se centrifugé a 1500 g 5 min y el sedimento de células se lavd con agua
estéril. Para ensayar la fermentacién en celobiosa, el sedimento se resuspendié
en 10 mL de medio YPC suplementado con 0.1 % de galactosa. Para ensayar la
sacarificacion y fermentacidn simultanea de papel (SSF) se procedié de forma
similar, pero las células se resuspendieron en 10 mL del cdctel enzimatico de T.
reesei, obtenido en la fermentacidn sélida, a los que se afiadieron inicialmente
0.5 g de papel filtro cortado en cuadrados. Posteriormente, conforme prosperd
la fermentacién, se realizaron cargas sucesivas de papel. Las fermentaciones
tanto en celobiosa como en la SSF se llevaron a cabo en tubos cerrados con
tapoén de rosca, con capacidad para 14 mL, para minimizar el espacio de cabeza,
y se mantuvieron varios dias a 30 °C sin agitacién. Se tomaron muestras a
diferentes intervalos de tiempo para cuantificar etanol, celobiosa residual y
posibles productos de transglicosilacion en el medio de cultivo. El etanol
generado en la fermentacion fue medido utilizando un kit enzimatico (Enzytec
Fluid Thermo Scientific). Los azlcares presentes en la mezcla se cuantificaron

segun lo indicado en el apartado 3.9.

3.8 Ensayos enzimaticos

3.8.1 Ensayo de actividad B-glucosidasa

La actividad B-glucosidasa se determind usando alternativamente p-

nitrofenil-B-D-glucopiranosido (B-pNPG) o celobiosa como sustratos. Se definid
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1 unidad (U) enzimdtica como la cantidad de enzima que libera 1 umol de

glucosa por minuto.

3.8.1.1 Actividad hidrolitica con B-pNPG como sustrato

Se incubaron 50 L de la solucién enzimatica a testar con 500 pL de p-
nitrofenil-B-D-glucopiranosido (B-pNPG) (Sigma) 5 mM en tampdn fosfato 50
mM pH 7.0, o en tampén citrato fosfato pH 5.5 a 37 °C, durante tiempos
variables, hasta observar una coloracidén amarilla producto de la liberacidn del
p-nitrofenol tras la hidrdlisis del enlace B(1->4). La reaccién se detuvo
afiadiendo 1 mL de carbonato de sodio 1 M. En el caso de utilizar muestras de
extractos crudos, el producto final se centrifugé a 15000 g 2 min. Finalmente se
midié la absorbancia a 400 nm usando un espectrofémetro NanoDrop ND-1000
(Thermo Fisher Scientific). La conversion de los valores de absorbancia a
concentracidn se llevd a cabo utilizando el valor del coeficiente de extincién

molar del p-nitrofenol a pH basico (18 mM™* cm™?).

3.8.1.2 Celobiosa como sustrato

Se incubaron 50 pL de muestra con 150 uL de celobiosa a distintas
concentraciones, en tampdn fosfato 50 mM pH 7.0, o en tampdn citrato fosfato
pH 5.5 a 37 °C. La reaccidén se detuvo por calentamiento de las muestras a 95 °C,
10 min. La glucosa liberada producto de la hidrdlisis del enlace B(1->4) fue
cuantificada por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para
concentraciones menores de 0.3 mM segun lo indicado en el apartado 3.9, o
utilizando un kit enzimatico comercial (Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA) para

concentraciones mayores de 0.3 mM.
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Para el calculo de K., se determind la variacion de la velocidad inicial en

funcidn de la concentracién de sustrato y los datos se ajustaron a una hipérbola
a.Xx .. .
con la forma y = Py donde y es la actividad B-glucosidasa, x es la

concentracién de celobiosa y a y b son los pardmetros de ajuste que
corresponden a Vmsx Y Km, respectivamente, bajo las condiciones de ensayo. El
ajuste matematico se realizd con el programa Sigmaplot (Systat Software, San

Jose, CA, USA).

3.8.2 Ensayo de actividad celulasa

3.8.2.1 FPA (filter paper assay)

La actividad celulasa se determind midiendo los azlcares reductores
liberados a partir de la hidrdlisis de papel de filtro con el método del acido

dinitrosalicilico (DNS) descrito por Zhang et al. (2009) y adaptado a este trabajo.

El ensayo consistié en incubar a 50 °C aproximadamente 17 mg de papel
de filtro con 500 pL de diferentes diluciones de la solucién enzimatica, en
tampon acetato de sodio 50 mM, pH 4.8. La reaccidn se detuvo mediante la
adicion de 250 pL de DNS (44 mM), e incubacién a 95 °C, 15 min, tiempo en el
cual se completa la reaccion del DNS con los azucares reductores resultantes. La
mezcla final se centrifugd a 15000 g 5 min. Se tomaron alicuotas de 100 pL del
sobrenadante a las que se afiadieron 900 pL de agua. Se midid la absorbancia a
540 nm en un lector de placas multipocillo (BIO-TEK Power Wave HT). Los
azucares reductores liberados se calcularon por interpolacién en una recta

patrén de glucosa, tratada con DNS de la misma forma.

La actividad celulasa se calculé6 en FPU/mL que corresponde al

equivalente de los umoles de glucosa generados por minuto de reaccion y por
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g . . . FPU 7.4. EDR
mL de extracto enzimatico. La férmula usada fue la siguiente: = .

)
donde EDR (enzyme dilution rate) es la dilucion de la enzima con la cual se
genera el equivalente a 7.4 mM de glucosa a partir de 17 mg de papel y tes el
tiempo de reacciéon en minutos. La EDR se calculd por interpolacién en la recta
obtenida al graficar las diferentes diluciones de la solucién enzimdtica versus la

concentracién en mM de la glucosa liberada en cada reaccion.

3.8.2.2 Caracterizacién de los aztcares liberados en |a hidrdlisis de papel

Usando el coctel enzimatico obtenido en la fermentacién sélida, se
hidrolizé papel y se cuantificé la glucosa y la celobiosa producidas. Diferentes
concentraciones de papel (2.5 %, 5 % y 10 %) fueron incubadas con 500 pL del
coctel enzimatico a 50 °C por diferentes tiempos. Despues del tiempo de
reaccion, las enzimas se inactivaron por calor a 95 °C durante 10 min. Los

azucares liberados se analizaron por HPLC segun lo indicado en el apartado 3.9.

3.8.3 Ensayo de actividad a-glucosidasa

3.8.3.1 Actividad hidrolitica con a-pNPG como sustrato

La actividad hidrolitica a-glucosidasa fue medida tanto en células como
en el medio de cultivo usando p-nitrofenil-a-D-glucopiranosido (a-pNPG)

(Sigma) como sustrato.

El ensayo se realizé incubando a 37 °C 100 pL de muestra (sobrenadante
o células resuspendidas) con 150 pL de a-pNPG 1.7 mM en tampdn citrato
fosfato pH 5.5. La reaccidn se paré con 500 pL de Na,COs; 1 M, y el p-nitrofenol

liberado fue medido espectrofotométricamente a 400 nm.
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Para determinar la estabilidad de la actividad hidrolitica de la a-
glucosidasa asociada a células, se usaron sedimentos celulares provenientes de
2 mL de un cultivo inducido. Las células fueron resuspendidas en 200 uL de
tampdn citrato fosfato pH 5.5, incubadas a 50 °C durante 24 h y centrifugadas a
1500 g 1 min. La actividad enzimdtica residual se midié con 250 uL de a-pNPG 1
mM, a 50 °C y pH 5.5. Después del tiempo de reaccidn las células fueron
separadas del sobrenadante por centrifugacidn. La reaccién se detuvo en el
sobrenadante con 500 pL de Na;COs; 1 M y se midid la absorbancia a 400 nm
para cuantificar la actividad tras el periodo de incubacidn. Por otro lado, las
células fueron lavadas, resuspendidas en el mismo tampdn (sin sustrato) e
incubadas nuevamente en las mismas condiciones antes descritas. Este

procedimiento se repitié durante varios ciclos sucesivos.

3.8.3.2 Actividad transglicosilante

La actividad transglicosilante de la a-glucosidasa en su version silvestre
(AglA) o modificada (AglA_Sed1B), fue medida en las células provenientes de 10
mL de un cultivo inducido. En el caso del transformante con la construccion
AglA_Sed1B, anclada covalentemente a la membrana, las células se incubaron
previamente a 50 °C en tampdn citrato fosfato pH 5.5 durante 24 h para reducir
su actividad metabdlica. Para medir la actividad transglicosilante, las células
(tratadas o no) se resuspendieron en 1 mL de sustrato en tampon citrato fosfato
a pH 5.5 y se incubaron a 50 °C durante diferentes tiempos. A continuacién, el
sobrenadante resultante de separar las células por centrifugaciéon a 15000 g 1
min se calentdé a 95 °C 10 minutos para detener la reaccidn. Los azlcares
generados fueron analizados por HPLC segun lo indicado en el apartado 3.9.

Como sustrato se usaron distintas disoluciones de maltosa, mezclas maltosa-
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glucosa o mezclas maltosa con otros aceptores (kanamicina, estreptomicina,

sorbitol, celobiosa, lactosa, galactosa, xilosa y fructosa).

3.9 Cuantificacion de azucares

El andlisis y cuantificacidon de azucares se realizé por cromatografia de
intercambio anidnico, usando un equipo de cromatografia liquida de alta
resolucidon (HPLC) equipado con una columna CarboPac PA100 y un detector

amperométrico pulsado (DIONEX HPAEC-PAD, Thermo Fisher Scientific).

Las muestras de azlcares diluidas y filtradas se inyectaron en una
columna PA100. Para la identificacién de los azlcares se utilizaron patrones de
glucosa, celobiosa, celotriosa, celotetraosa, maltosa, isomaltosa, panosa,
isomaltotriosa y maltrotriosa (Sigma). La cuantificacion de los azucares se realizo
como funcién de las dreas de los picos respectivos, utilizando rectas patrén

construidas al efecto.

3.10 Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

El sobrenadante de cultivos de BY4741_pEMBLyex4 y BY4741_AglA
inducidos con galactosa fue concentrado 65 veces por ultrafiltracion a través de
una membrana con un tamafio de poro de 30 kDa (Thermo Scientific). La
muestra de proteina concentrada fue dividida en 2 alicuotas, una de ellas fue
deglicosilada por incubacién con Endo H (New England Biolabs) durante 16 h a
37 °C en presencia de un céctel inhibidor de proteasas (Complete EDTA-free,
Roche), y la otra fue incubada bajo las mismas condiciones, sin Endo H. Las
muestras de proteina nativa y deglicosilada fueron sometidas a electroforesis
en un gel de poliacrilamida. 100 uL de la solucién de proteina se afiadieron a 100

pL del tampdn de carga 2X (Tris-HCI 0.125 M, SDS 4 %, glicerol 20 %, azul de
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bromofenol 0.05 % y B-mercaptoetanol al 0.1 %) y se incubd a 95 °C 10 min. Las
muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida al 10 % y se sometierona 70 V
durante 2 a 3 h en un aparato omniPAGE Mini (Cleaver Scientific). El gel se tifié

con plata seguin un protocolo basado en lo descrito por Merril et al. (1981).

3.11 Analisis bioinformatico

3.11.1 Modelizaciéon y analisis estructural de proteinas

Para la modelizacién estructural de HgBgl, SfBgl y AglA, se utilizé el
servidor I-TASSER (Yang et al. 2015b; Roy et al. 2010; Zhang 2008). Los modelos

estructurales fueron analizados con el programa PyMOL (Schrédinger, LLC).

El modelo de AglA fue ajustado para superponer la orientacion de los
residuos cataliticos putativos (D490 y D660, nucledfilo y &cido/base,
respectivamente) con los correspondientes residuos de la a-glucosidasa de Beta
vulgaris (PDB: 3WEQ). El analisis de acoplamiento docking entre glucosa, panosa
e isomaltosa, y el modelo ajustado de AglA, se realizd con el programa Maestro
11 (Schrodinger, LLC), tomando como referencia la interaccion de la o-
glucosidasa de Beta vulgaris con acarbosa (Tagami et al. 2015; Tagami et al.

2013).

Para el analisis de los potenciales sitios de N- y O-glicosilaciéon de AglA
se utilizaron los servidores NetNGlyc 1.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) y NetOGlyc 4.0 (Steentoft et al.

2013), respectivamente.
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3.11.2 Andlisis filogenético

Las secuencias de aminodcidos correspondientes a distintas proteinas
transportadoras de azlcares se alinearon con el método ClustalW. Se utilizé el
software MEGAG6 (Tamura et al. 2013), con el algoritmo Neighbor Joining, matriz
JTT y un valor bootstrap de 100 réplicas, para obtener un arbol filogenético. La
figura final fue generada con el software FigTree

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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4.1 Resultados

4.1.1 Produccién de enzimas celuloliticas de Trichoderma reesei

Se probaron dos sistemas de produccién de enzimas de T. reesei ATCC
56764, utilizando papel como sustrato: fermentacion en medio liquido y
fermentacién en medio sélido. En la Figura 4.1A se observa que la actividad
celulolitica del céctel obtenido por fermentacidn sélida, es aproximadamente
10 veces mayor que la correspondiente a la fermentacion liquida.
Independientemente de las consideraciones genéticas vy fisioldgicas acerca de
las diferencias entre los dos tipos de fermentacién (Barrios-Gonzdlez 2012), en
el sistema sdlido la recuperaciéon de las enzimas es mas facil, lo que supone una
ventaja considerable para su posterior utilizacidon. En los cécteles enzimaticos
también se determind la actividad B-glucosidasa. El perfil de produccién fue
similar al de la actividad celulasa (Figura 4.1B). En el cultivo liquido la actividad
B-glucosidasa mostré un ligero incremento desde la inoculacién hasta el dia 10

y luego decrecid. En el cultivo sélido la actividad continué aumentando durante
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Figura 4.1 Produccién de celulasas por T. reesei por fermentacién liquida (circulos
azules) o sélida (cuadrados naranjas). (A) Actividad celulasa. (B) Actividad -glucosidasa.
Las barras de error indican la desviacidn estandar de duplicados.
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al menos 14 — 16 dias. En base a estos resultados se escogio el céctel enzimatico

producido en la fermentacidon en medio sélido para los siguientes ensayos.

4.1.2 Hidrdélisis de papel usando el complejo celulolitico de T. reesei

La hidrélisis de papel de filtro a una concentracién de 5 %, con el cdctel
enzimatico de T. reesei (2 FPU/mL), después de 8 h de incubacién a 50 °C, dio
lugar a glucosa y celobiosa como Unicos productos detectables en cantidad
significativa (Figura 4.2). La presencia de celobiosa, aunque en menor cantidad
que la glucosa, confirma resultados previos de los que se deducia que la -
glucosidasa es la actividad limitante en los extractos enzimaticos de T. reesei

(Lehmann et al. 2016; Nieves et al. 1998).
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Figura 4.2 Analisis del perfil de azlcares solubles. (A) Azucares liberados por acciéon del
céctel enzimatico (2 FPU/mL) a partir de 5 % de papel de filtro y después de 8 h de
incubacion a 50 °C. (B) Azucares presentes en el céctel enzimatico de T. reesei obtenido
por fermentacidn sdélida, antes de la incubacién con papel. (C) Patrones de azlcares
comerciales usados como control: (1) glucosa, (2) celobiosa, (3) celotriosa, (4)
celotetraosa.
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La cinética de produccién de glucosa y celobiosa a partir de tres
concentraciones diferentes de papel de filtro (2.5, 5y 10 %) fue seguida durante
48 h (Figura 4.3). En todos los casos, la concentracién de glucosa aumentoé
continuamente de forma proporcional a la concentracidn inicial de celulosa. En
contraste, la concentracién de celobiosa rapidamente alcanzé un valor maximo,
proporcional a la cantidad inicial de celulosa. Este valor maximo se mantuvo por
algun tiempo, probablemente como resultado de un equilibrio en el cual la
velocidad de liberacién de celobiosa por parte de las celobiohidrolasas seria
equivalente a la velocidad de hidrdlisis de celobiosa por parte de las B-
glucosidasas. En el punto maximo, la concentracidn de celobiosa representé una
fraccién baja pero significativa (alrededor del 10 %) de la concentracién inicial
de celulosa. Considerando que la celobiosa es un potente inhibidor de las
celobiohidrolasas, su presencia puede inhibir significativamente la hidrélisis de

celulosa. De hecho, de acuerdo con nuestros datos, la digestion de 5 % de papel
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Figura 4.3 Cinética de produccion de azucares solubles a partir de la digestion de celulosa
con el coctel enzimatico de T. reesei. Papel de filtro a diferentes concentraciones (2.5 %
cuadrados rosas; 5 % circulos azules; 10 % triangulos verdes) fue incubado con el cdctel
enzimatico (2 FPU/mL) a 50 °C durante diferentes tiempos. (A) Producciéon de celobiosa,
(B) produccion de glucosa.
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genera un maximo de mas de 15 mM de celobiosa después de 20 h, valor que
estd muy por encima de la concentracién de celobiosa que reduce la actividad
enzimatica al 50 % (ICso) de la celobiohidrolasa Cel7A de T. reesei (0.4 — 0.7 mM)
(Teugjas & Viljamae 2013a). Solo después de tiempos prolongados de

incubacién, la celobiosa se aproxima a su hidrdlisis completa.

4.1.3 Comparacion de la actividad 3-glucosidasa del coctel enzimatico de T.
reeseiy la producida por S. cerevisiae T500

Se compararon las propiedades de la actividad B-glucosidasa presente
en el céctel enzimatico de T. reesei y la secretada por la cepa de levadura
recombinante T500 que expresa la enzima SfBgl de Sacharomycopsis fibuligera.
Se analizaron dos parametros: la actividad de las enzimas a diferentes
concentraciones de celobiosa y su inhibicién por glucosa. Con concentraciones
de celobiosa en el rango de 5 — 400 mM, a pH 5.5 ambas enzimas tuvieron un

comportamiento similar (Figura 4.4). Aunque el genoma de T. reesei tiene 10
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Figura 4.4 Actividad B-glucosidasa con celobiosa como sustrato a diferentes

concentraciones, en muestras dializadas a 37 °C, pH 5.5. (A) Cdctel celulolitico de T.
reesei. (B) Sobrenadante del medio de cultivo de T500.
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genes que codifican B-glucosidasas, solo una de ellas, denominada Bgl | o Cel 3A,
es liberada al medio de cultivo (Guo et al. 2016a; Karkehabadi et al. 2014). Por
tanto, la actividad -glucosidasa medida en el coctel de T. reesei corresponde a
esta enzima, para la cual se determind una Ky, para celobiosa de 2.1 + 0.5 mM,
que no difiere significativamente del valor de 1.9 mM descrito en la literatura
(Woodward & Arnold 1981). La K determinada para la enzima secretada por

T500 (SfBgl) fue ligeramente mas baja (1.74 £ 0.08 mM).

Los resultados presentados en la Figura 4.5 muestran el efecto
inhibitorio de la glucosa sobre la actividad B-glucosidasa, utilizando B—pNGP
como sustrato. La [-glucosidasa producida por T500 (SfBgl) es
significativamente menos sensible a la inhibicién por glucosa que la [3-

glucosidasa de T. reesei a concentraciones entre 5 — 75 mM. Este rango
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Figura 4.5 Inhibicién por glucosa de la actividad B-glucosidasa, medida en muestras
dializadas de sobrenadante de medio de cultivo de T500 (azul) y en el cdctel enzimatico
de T.reesei (naranja) a 37 °C, usando B-pNPG como sustrato a pH 5.5 (barras sélidas) o a
pH 7.0 (barras punteadas), en concentraciones crecientes de glucosa. El valor de
actividad sin glucosa afiadida a pH 5.5 fue considerado como 100 %. Las barras de error
representan la desviacion estandar de triplicados.
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corresponde aproximadamente a la misma cantidad de glucosa que se acumula
durante la fermentacién de papel (ver apartado siguiente). El efecto inhibitorio
de la glucosa usando celobiosa como sustrato puede ser ensayado de forma
fiable solo a bajas concentraciones de glucosa, puesto que, a altas
concentraciones la cantidad de glucosa producto de la hidrdlisis de celobiosa no
podria ser discriminada de la glucosa afiadida como inhibidor. A 1 mM de
glucosa, el efecto inhibitorio en la hidrélisis de 20 mM de celobiosa a 37 °C pH

5.5, fue de alrededor del 25 % para ambas enzimas.

4.1.4 Sacarificacion y fermentacidn simultanea de celulosa

La fermentacion de celulosa se llevo a cabo utilizando como sustrato
papel de filtro que fue digerido con el céctel celulolitico de T. reesei. Se
ensayaron dos cepas de levadura, la cepa recombinante T500, secretora de la
enzima SfBgl, y su parental, no transformada, BY4741. Debido a que la carga
inicial de papel (5 %) era consumida en poco tiempo, se realizaron cargas
adicionales de papel como se indica en la Figura 4.6. En la fermentacidn con la
cepa parental, después de aproximadamente 24 h de cada carga, se observé una
acumulacién transitoria de celobiosa de alrededor de 5 mM, mientras que con
la cepa T500 la hidrélisis de celobiosa fue mas eficiente y la degradacion de papel
fue mas rapida. Como consecuencia, el rendimiento de etanol con la cepa T500
fue significativamente mds alto (35 %) que el obtenido con la cepa parental.
Estos resultados indican, en concordancia con nuestras observaciones previas,
qgue incluso la acumulacién de pequefias cantidades de celobiosa llega a ser
limitante tanto para el progreso de la celulolisis como para la produccién de
etanol. Los rendimientos globales de la fermentacién en términos de conversién

de papel a etanol fueron de 61 % y 45 % para T500 y la cepa parental,
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Figura 4.6 Fermentacién de papel filtro por S. cerevisiae T500, que expresa el gen de la
B-glucosidasa de S. fibuligera (cuadrados naranjas), y por la cepa parental BY4741
(circulos azules), acoplada a la hidrdlisis de celulosa por enzimas de T. reesei. La
produccion de (A) etanol, (B) celobiosa y (C) glucosa fue medida durante la
fermentacion. Las barras de error indican la desviacion estandar de duplicados. Las
sucesivas adiciones de papel de filtro a los recipientes de fermentacion (0.5 g, tridngulos
llenos; 0.25 g, tridngulos vacios) se realizaron en los tiempos indicados en la barra
superior de la figura.
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respectivamente. El disefio experimental usado, acoplando la maquinaria
celulolitica de T. reesei con la fermentacién por parte de una levadura que
expresa la SfBgl, produjo concentraciones de etanol considerablemente mas
altas (7 %) que otras descritas en la literatura, en las que se utilizaban levaduras
gue expresan una o varias enzimas celuloliticas (Liu et al. 2016; Kojima et al.
2013; Matano et al. 2012; Yamada et al. 2011; Wen et al. 2010; Jeon et al. 2009;
Tsai et al. 2009; Kotaka et al. 2008; Fujita et al. 2004; Fujita et al. 2002).

4.2 Discusion

El proceso para la conversion de celulosa en etanol propuesto en este
estudio es una alternativa simple y econdmica. La produccién in situ de enzimas
celuloliticas tiene ventajas obvias sobre la adicion de enzimas comerciales.
Incluso en el caso aqui descrito, utilizando una cepa de T. reesei no manipulada
genéticamente, la actividad celulolitica del complejo enzimatico obtenido fue
suficiente para alcanzar rendimientos de etanol de alrededor del 7 %, valor
considerablemente mas alto que el minimo requerido (4.5 — 5 %) para que la
destilacién sea viable (Lennartsson et al. 2014; Viikari et al. 2012). Como primer
objetivo, estudiamos las condiciones para la produccidn in situ de un complejo
celulolitico suficientemente activo, que facilitase la fermentacion y la
produccién de etanol con valores superiores al 5 %. Varios estudios han
demostrado que el cultivo de hongos en condiciones de fermentacién sélida,
favorece la produccién y el rendimiento de enzimas y otros metabolitos en
comparaciéon con la fermentacion liquida (Barrios-Gonzalez 2012). En este
trabajo se compararon los rendimientos de enzimas celuloliticas de T. reesei
CECT 2415 en condiciones de fermentacion sélida y liquida. Con la fermentacién
solida se obtuvo un cdctel enzimatico mds concentrado y por tanto, mds

adecuado para una eficiente digestion de la celulosa.
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En el genoma de T. reesei se han identificado 10 genes que codifican f3-
glucosidasas, 2 de ellas pertenecen a la familia GH1 y las restantes a la familia
GH3, pero solo una enzima denominada BGL1 (Cel3A), es liberada al medio de
cultivo y seria parte del céctel celulolitico (Guo et al. 2016a). Varios estudios
indican que la accién de esta unica -glucosidasa es un cuello de botella en el
proceso de obtencién de etanol a partir de celulosa (Lehmann et al. 2016;
Sgrensen et al. 2013; Nieves et al. 1998), por lo que se recurre a la
suplementacidn del céctel enzimético de T. reesei con B-glucosidasas exdgenas
qgue mejoran la actividad celulolitica (Del Pozo et al. 2012). La adicién de B-
glucosidasas es necesaria para consumir la celobiosa, que es un potente
inhibidor de las celobiohidrolasas, con una K; de 1.5 mM (Gruno et al. 2004).
Como se ha indicado anteriormente, durante la hidrélisis de papel a
concentracién del 5 %, por accidn del cdctel enzimatico de T. reesei, se acumula
alrededor de 15 mM de celobiosa, por lo que se esperaba que un incremento en
la cantidad de B-glucosidasa disminuyese la celobiosa del medio y mejorase la
digestion de la celulosa. Otro factor a tener en cuenta es la inhibicién por glucosa
de la B-glucosidasa, considerando que este azlcar se acumula durante la
celulolisis hasta una concentracién de 70 mM (Figura 4.3). Diferentes estudios
han abordado este problema buscando variantes naturales de B-glucosidasas
menos sensibles a la inhibicién por glucosa (Teugjas & Viljamde 2013b),
modificando genéticamente una de las B-glucosidasas de T. reesei (Guo et al.
2016b), o realizando evolucidn dirigida de una B-glucosidasa de Aspergillus niger

expresada en S. cerevisiae (Larue et al. 2016).

En este trabajo, como fuente de B-glucosidasa suplementaria para la
celulolisis, se utilizé la B-glucosidasa codificada por el gen BGL1 de S. fibuligera

(SfBgl), producida por S. cerevisiae durante el proceso fermentativo. Esta enzima
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Figura 4.7 Analisis comparativo de los centros activos de las B-glucosidasas Cel 3A de T.
reesei y BGL1 de S. fibuligera. (A) La estructura cristalografica de Cel 3A (naranja)
formando complejo con una molécula de glucosa (rojo), se presenta superpuesta con un
modelo estructural de BGL1 (azul). Se muestran los residuos que pordrian formar
puentes de hidrogeno con la glucosa. Estos residuos estan conservados en las dos
enzimas, excepto el S384 de Cel 3A, que formaria un contacto adicional en el sitio -1 de
la enzima. (B) Representacién esquemadtica de los sitios activos de las 3-glucosidasas de
T. reesei y S. fibuligera, con los sitios -1 (unido a la glucosa por el extremo no reductor
del B-glucésido) y +1 (unido al residuo conectado al extremo no reductor). El sitio activo
de la enzima (E) puede acomodar las moléculas de sustrato B-pNPG o celobiosa, para
formar el complejo enzima-sustrato (ES). Los circulos rojos representan una molécula de
glucosa en el extremo no reductor, y los circulos grises el residuo adyacente. El nimero
de contactos en el subsitio -1 es mayor que en el subsitio +1. Por tanto, es de esperar
gue la unién de la glucosa como inhibidor de la reaccidn (complejo El) ocurra en el sitio
-1. En ambas enzimas la constante de asociacién para el complejo ES (Ka1 0 Kar’) seria
mas alta que para el complejo El (Ka2 0 Kaz'). Sin embargo, el hecho de que en Cel 3A se
forme un puente de hidréogeno adicional en el sitio -1, implicaria un valor menor para la
relacion entre ambas constantes (Ka1/Ka2) respecto al de BGL1 (Kar/Ka2’). La estructura
cristalografica de T. reesei Cel 3A (PDB 3ZYZ) fue descrita por Karkehabadi et al. (2014)
y el modelo de S. fibuligera BGL1 por Marin-Navarro et al. (2011).
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es expresada y secretada bajo el control de un promotor constitutivo y el
péptido sefial STA1 (Marin-Navarro et al. 2011). Como fue demostrado
previamente, SfBgl confiere a S. cerevisiae la capacidad de utilizar celobiosa
eficientemente (Gurgu et al. 2011). En la Figura 4.5 se muestra que usando B-
pNPG como sustrato, la SfBgl es significativamente mas resistente a la inhibicion
por glucosa que la B-glucosidasa Cel 3A suministrada por el cdctel enzimatico de
Trichoderma. Aunque con este resultado no se puede asegurar que las enzimas
tendrian el mismo comportamiento con celobiosa como sustrato, el analisis
comparativo de las estructuras tridimensionales de T. reesei Cel 3Ay S. fibuligera
BGL1 (Figura 4.7), sugiere que la afinidad relativa de la glucosa por su sitio de
unién seria mayor para Cel 3A, lo cual haria a esta enzima mas sensible a la
inhibicion por glucosa que BGL1. En el proceso de sacarificacion y fermentacién
simultanea propuesto en este estudio, el efecto inhibitorio causado por las
elevadas concentraciones de glucosa alcanzadas durante la fermentacion es
contrarrestado por la produccidn continua de B-glucosidasa suplementaria, y
por un consumo muy activo de glucosa por parte de la levadura. En términos
generalesy en comparacion con la adicion de enzimas comerciales, el suministro
de actividad celobiasa por parte de la levadura fermentadora es una solucion
mas econdmica y sencilla para mejorar la accion del céctel celulolitico de T.

reesei.
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5.1 Resultados

5.1.1 Caracterizacién de B-glucosidasas intracelulares

Como estudio preliminar, se realizé un analisis comparativo in vitro e in
vivo de las propiedades de tres B-glucosidasas diferentes (NcBgl, HgBgl y
PpBglA). La secuencia codificante de cada una de estas enzimas fue introducida
en S. cerevisiae por transformacidon, y las cepas resultantes fueron
posteriormente retransformadas con un gen que codifica la proteina
transportadora de celobiosa Po_CdtC (Li et al. 2013b). La expresion de actividad
B-glucosidasa fue medida usando [B-pNPG como sustrato, en extractos
clarificados de cepas portadoras y no portadoras del gen que codifica el
transportador Po_CdtC. La co-expresion del transportador no tuvo un gran
impacto en la acumulacién de la B-glucosidasa intracelular (Figura 5.1A). Los
transformantes con HgBgl mostraron la actividad mds alta con B-pNPG, mientras
que NcBgl y PpBglA tuvieron valores mas bajos (45 — 90 %). Las propiedades
cataliticas de las tres B-glucosidasas fueron comparadas in vitro, usando como
sustrato celobiosa a diferentes concentraciones (Figura 5.1B). Las enzimas
mostraron diferentes valores de K. NcBgl mostré la afinidad mas alta por
celobiosa (Km = 0.163 + 0.013 mM), mientras que para PpBglA (42 £+ 8 mM) y
HgBgl (135 + 7 mM) los valores de Ky fueron notablemente mas altos. Las
velocidades mdximas de hidrdlisis de celobiosa alcanzadas por las tres [3-
glucosidasas también fueron diferentes. PpBglA y NcBgl mostraron valores de
Vmax significativamente mas altos (35 £+ 2 mU/mL y 27.9 * 0.2 mU/mL,

respectivamente) que HgBgl (15.2 £ 0.4 mU/mL).

Para comparar las cinéticas de crecimiento de los dobles transformantes
de levadura, portadores de los genes de una [B-glucosidasa y de la permeasa

Po_CdtC, se inoculd con la cepa respectiva un medio con celobiosa 2 % (60 mM)
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como fuente de carbono (Figura 5.2). Ademas, se inoculd una cepa con Po_CdtC,
sin B-glucosidasa, en las mismas condiciones (control negativo), o en un medio
con glucosa 2 % (control positivo). Las cepas con NcBgl o con PpBglA crecieron
mas rapido que la cepa con HgBgl, pero mucho mas lento que el control positivo.
Este resultado sugiere que una pobre actividad celobiasa, como la de HgBgl
(Figura 5.1B) puede limitar el crecimiento con celobiosa (Figura 5.2). Sin
embargo, por encima de cierta actividad, como la que presenta PpBgIA (Figura
5.1B), un aumento de la competencia catalitica de la 3-glucosidasa no implica
necesariamente un mejor crecimiento (Figura 5.2). Por tanto, deben ser otros
los factores que representen cuellos de botella para la conversién de celobiosa

a glucosa. La eficiencia en el transporte del sustrato desde el exterior
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Figura 5.1 Actividad B-glucosidasa de levaduras transformantes simples (expresan
NcBgl, HgBgl o PpBglA) o dobles (co-expresan una B-glucosidasa y la permeasa Po_CdtC).
Las cepas fueron cultivadas en medio sintético minimo de seleccién y en el caso de los
transformantes dobles se afiadié ademas galactosa al 0.1 %, como inductor del gen de
la permeasa. La actividad B-glucosidasa se midié en el extracto celular clarificado a 37
°C, pH 7.0. (A) Actividad con B-pNPG, 5mM, como sustrato, de transformantes simples
(barras llenas) o dobles (barras rayadas). Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar de triplicados. (B) Actividad con celobiosa a diferentes
concentraciones como sustrato, de transformantes simples (NcBgl, circulos verdes;
HgBgl, cuadrados naranja; PpBglA tridngulos morados). Las lineas solidas corresponden
al ajuste a la ecuacion de Michaelis-Menten.
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hacia el interior celular, mediante el transportador heterdlogo de celobiosa, es
probablemente uno de los factores limitantes. Para explorar la eficacia de
transportadores alternativos, se evalud la capacidad de diferentes
transportadores de azucares de T. reesei para permitir el crecimiento de S.
cerevisiae en un medio con 2 % de celobiosa. Para estos estudios se selecciond
la B-glucosidasa de NcBgl por tener la actividad mas alta a concentraciones de

celobiosa iguales o inferiores a 60 mM.
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Figura 5.2 Crecimiento en medio con celobiosa al 2 % (SCC + G418 + galactosa al 0.1 %)
de los dobles transformantes de levadura que expresan el gen de Po_CdtC y distintas j3-
glucosidasas. En circulos vacios se muestra el crecimiento de una cepa con Po_CdtC sin
B-glucosidasa en el mismo medio (control negativo), y en circulos llenos la misma cepa,
pero en un medio con glucosa al 2 % (SCD + G418 + galactosa al 0.1 %) (control positivo).
Las barras de error corresponden a la desviacidn estandar de duplicados.

5.1.2 Caracterizacién de proteinas transportadoras de azlcares

Como primer paso, se realizd un analisis de las 107 secuencias proteicas
codificadas en el genoma de T. reesei (Nordberg et al. 2014), buscando aquellas

gue tuviesen un alto grado de identidad con permeasas previamente descritas
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como transportadores de celobiosa (Tabla 1.7) y se seleccionaron 10 posibles
transportadores de azlcares. Estas proteinas se denominaron en este estudio
Tr_StrA — Tr_Str). Se realizé un analisis filogenético con estas secuencias de T.
reesei (Figura 5.3), incluyendo también las de transportadores funcionalmente
caracterizados (Tabla 1.7), tres homdlogos estructurales cercanos a
transportadores de celobiosa y un transportador de glucosa utilizado como

outgroup. En la Tabla 5.1 se recogen los cédigos GeneBank de todas ellas.

Tabla 5.1 Secuencias proteicas correspondientes a transportadores de aztcares,
caracterizados o putativos, utilizadas en el andlisis filogenético

ORGANISMO NOTACION ID PROTEINA LOCUS TAG
CDT1 XP_963801.1 NCUO00801
Neurospora crassa
CDT2 XP_963873.1 NCU08114
Tr_StrA EGR49861.1 Trire2_3405
Tr_StrB XP_006962589.1 Trire2_56684
Tr_StrC ETS01940.1 Trire2_67752*
Tr_StrD EGR48924.1 Trire2_77517
Tr_StrE EGR49690.1 Trire2_46819
Trichoderma reesei
Tr_StrF EGR46982.1 Trire2_4774
Tr_StrG EGR44689.1 Trire2_69901
Tr_StrH EGR46329.1 Trire2_22912
Tr_Strl XP_006964877.1 Trire2_47710
Tr_Str) EGR47382.1 Trire2_63966
Po_CdtB EPS32297.1 PDE_07257
Po_CdtC EPS25673.1 PDE_00607
Penicillium oxalicum
Po_CdtD EPS25817.1 PDE_00753
Po_CdtE EPS33073.1 PDE_08035
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ORGANISMO NOTACION ID PROTEINA LOCUS TAG
Po_CdtF EPS27166.1 PDE_02109
Po_CdtG EPS34431.1 PDE_09395
Po_CdtH EPS27955.1 PDE_02900
Po_Cdt EPS34570.1 PDE_09534
Po_CdtK EPS29907.1 PDE_04857
Kluyveromyces lactis LAC12 CAA30053.1 -
. :fy’l’gggﬂm Pc_ST XP_002559288.1 Pc13g08630
Thielavia terrestris Tt_ST XP_003656976.1 THITE_2122280
Aspergillus nidulans An_CIA XP_660418.1 AN2814.2
St‘;‘; 2’ é‘;rcr;‘lzus Se_4LDS WP_083320016.1 ;
Escherichia coli Ec_4GBY WP_089616118.1 -
Homo sapiens Hs_5EQG BAD92224.1 -
SO’CCZ; ZC (/)sr/rg; ces Sc_HXT NP_011962.1 YHR094C

* La secuencia ensamblada por el Joint Genome Institute como parte del proyecto de
secuenciacion del genoma completo (ID 3435777) corresponde a EGR45703.1 y difiere de la
utilizada en el presente trabajo (ETS01940.1). En la primera, se predice el splicing de un intrdn
entre las posiciones 479756 (5°) y 479853 (3°) del DNA gendmico, pero las evidencias
experimentales actuales muestran que el splicing en el sitio 3’ ocurre en la posicion 479820 y
no en 479853 (es decir, el intrén real es algo mas corto que el predicho tedricamente).

En la Figura 5.3 se muestra que las secuencias Tr_StrA a Tr_StrC, se
agrupan en la misma rama del arbol filogenético (marcado en azul) que varios
transportadores de celobiosa, entre los que estan CDT1 de N. crassa y Po_CdtC
de P. oxalicum. En una rama distinta (marcada en naranja) se agrupan las
permeasas Tr_StrD a Tr_StrF junto al CDT2 de N. crassa y al Po_CdtD de P.
oxalicum, los cuales pueden transportar celobiosa pero con menor eficiencia
gue sus homologos CDT1y Po_CdtC (Galazka et al. 2010; Li et al. 2013b). Tr_StrG

a Tr_StrJ se localizaron en diferentes nodos del arbol filogenético.
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Figura 5.3 Andlisis filogenético de transportadores de azlcares de diferentes
organismos: Nc (N. crassa), Po (P. oxalicum), Tr (T. reesei), Tt (T. terrestris), Kl (K. lactis),
Pc (P. chrysogenum), Sc (S. cerevisiae), Se (S. epidermidis), Hs (H. sapiens), Ec (E.coli). Los
transportadores identificados con los cédigos PDB: Se_4LDS del symporter H*/glucosa;
Hs_5EQG transportador GLUT1; y Ec_4GBY del symporter H*/xilosa, son los homdlogos
estructurales mds cercanos a los transportadores de celobiosa. El transportador de
glucosa Sc_HXT fue incluido como “outgroup”. Las proteinas marcadas con un asterisco
han sido descritas como transportadoras de celobiosa, y aquellas marcadas con una
flecha fueron seleccionadas para este estudio. Las ramas azules y naranjas indican los
agrupamientos con CDT1 y CDT2, respectivamente.

Se construyeron cepas dobles transformantes de S. cerevisiae con
capacidad potencial de hidrolizar celobiosa intracelularmente, por expresion de

la enzima NcBgl, y cada uno de los presuntos transportadores de T. reesei a
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estudiar. Solo la cepa con Tr_StrC mostrd crecimiento en un medio con celobiosa
como Unica fuente de carbono, hasta densidades celulares superiores a las del
control negativo sin permeasa (Figura 5.4), aunque su tasa de crecimiento fue
algo menor que la alcanzada por el transformante que expresaba Po_CdtC. Las
otras cepas dieron un resultado equivalente al del control negativo. En base a
estos resultados, se seleccionaron los dobles transformantes NcBgl/Po_CdtCy

NcBgl/Tr_StrC para analizar su capacidad de fermentar celobiosa.

Po_CdtC
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Figura 5.4 Crecimiento en medio con celobiosa al 2 % (SCC + G418 + galactosa al 0.1 %)
de los dobles transformantes de levadura que expresan el gen de la NcBgl y diferentes
genes de permeasas (excepto la cepa control negativo que carece de permeasa). En e
recuadro lateral de la figura se muestran los cédigos de colores de las cepas de acuerdo
con la permeasa que expresan. Las barras de error indican la desviacion estandar de
duplicados.

5.1.3 Fermentacién de celobiosa: analisis comparativo de hidrélisis intra y
extracelular

Se compararon dos estrategias diferentes para convertir la celobiosa en

etanol usando diferentes cepas de S. cerevisiae manipuladas genéticamente. La
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hidrdlisis extracelular de la celobiosa se realizé con la cepa transformante T500
que expresa el gen de la B-glucosidasa de Saccharomycopsis fibuligera (SfBgl)
fusionado a un péptido sefial de S. cerevisiae (Gurgu et al. 2011; Marin-Navarro
et al. 2011). Dicha cepa secreta la B-glucosidasa al medio de cultivo, pero
alrededor de un 70 % de la enzima permanece unida a la superficie celular
(Gurgu et al. 2011). La hidrélisis intracelular de la celobiosa se realizé con las
cepas previamente seleccionadas en este trabajo que expresan la B-glucosidasa
intracelular de N. crassa y una permeasa de celobiosa (NcBgl/Po_CdtC o

NcBgl/Tr_StrC).

Las tres cepas a caracterizar y una cuarta, utilizada como control
negativo, carente de -glucosidasa y permeasa, fueron inicialmente inoculadas
en un medio minimo de seleccién, con glucosa, y cultivadas hasta fase
estacionaria. En esta etapa, se recogieron las células y se utilizaron para
determinar la actividad celobiasa in vitro o para analizar la capacidad
fermentativa de celobiosa de cada cepa. La actividad celobiasa in vitro fue
determinada en extractos de células rotas con el objetivo de comparar el aporte
inicial de B-glucosidasa a la fermentacidn. Bajo estas condiciones, la actividad
celobiasa de las tres cepas estuvo en el mismo orden de magnitud (Figura 5.5A).
Sin embargo, cuando las células fueron inoculadas en un medio con celobiosa
como fuente de carbono, las tasas de consumo de este disacdrido fueron muy
diferentes (Figura 5.5B). La cepa con la B-glucosidasa extracelular hidrolizé
alrededor del 80 % de la celobiosa inicial, después de 2 dias de fermentacién,
mientras que en las cepas con la B-glucosidasa intracelular, este consumo no se
alcanzd hasta pasados 24 dias. La tasa de produccién de etanol también fue mas
rapida en la cepa con SfBgl (Figura 5.5C), con un rendimiento final cercano al
maximo tedrico (10 g/L). En contraste, las cepas con la 3-glucosidasa intracelular

alcanzaron 6.6 g/L de etanol después de 45 dias de fermentacion. Paralelamente
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Figura 5.5 Andlisis de la capacidad fermentativa de cepas de levadura con una -
glucosidasa intracelular o extracelular. Los transformantes NcBgl/Po_CdtC, barras o
circulos naranjas; NcBgl/Tr_StrC, barras o cuadrados azules; SfBgl, barras o triangulos
verdes; y el control negativo sin Bgl/sin permeasa, barras o diamantes grises, fueron
inicialmente cultivados en un medio con glucosa al 2 % (medio SD de selecciéon, con
galactosa al 0.1 %). El sedimento celular fue usado para determinar la actividad -
glucosidasa en los extractos celulares, con celobiosa 60 mM como sustrato (A), o para
inocular un medio con celobiosa al 2 % (YPC con galactosa al 0.1 %) bajo condiciones
fermentativas. Durante la fermentacion se midid el consumo de celobiosa (B), la
produccion de etanol (C), y la formacion de productos de transglicosilacion (celotriosa
circulos llenos, celotetraosa circulos vacios) (D). Las barras de error corresponden a la
desviacidn estandar de triplicados (A) o duplicados (B, Cy D).
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al consumo de celobiosa, en la estrategia intracelular se detecté la sintesis de
oligosacaridos (celobiosa y celotriosa) con perfiles similares (Figura 5.5D), no asi
en la estrategia extracelular. Dichas celodextrinas se acumularon hasta un
maximo, probablemente como resultado de la actividad transglicosilante de la
NcBgl, y fueron degradadas después de tiempos de incubacién mas
prolongados. La cantidad maxima de oligosacaridos sintetizados, tras 17 dias de

fermentacién, representé el 30 % de la celobiosa consumida hasta ese tiempo.
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Figura 5.6 Sacarificacion y fermentacién simultdnea de celulosa usando enzimas
celuloliticas de T. reesei y diferentes cepas de S. cerevisiae. NcBgl/Po_CdtC;
NcBgl/Tr_StrC; NcBgl/sin permeasa; T500. Como controles negativos se usaron dos
cepas, una que expresa el gen de la NcBlg pero carece de permeasa y la cepa silvestre
BY4714. Se realizaron adiciones sucesivas de papel filtro segun lo indicado en la parte
superior de la figura: tridngulos llenos (0.5 g); tridngulos grises (0.25 g); tridngulos vacios
(0.125 g). Las barras de error corresponden a la desviacién estandar de duplicados.

Aunque la cepa T500 claramente mostrd una eficiencia fermentativa

mas alta que las cepas que realizan hidrdlisis intracelular, cuando se usoé
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celobiosa como unico azucar fermentable, los resultados podrian ser diferentes
en el caso de la sacarificacion y fermentacién simultanea de otros sustratos
celulésicos mas complejos. Bajo estas condiciones y en comparacién con el
experimento previo, la concentracion de celobiosa es mucho mas baja
(alrededor de 8 mM) y la concentracion de glucosa es mucho mas alta (puede
llegar a 50 mM) (Figura 4.6). Esto representa una clara desventaja para T500, ya
que SfBgl tiene una baja afinidad por celobiosa (Figura 4.4), y es mucho mas
sensible a la inhibicién por glucosa (Figura 4.5) que NcBgl (Meleiro et al. 2015;
Yang et al. 2015a; de Giuseppe et al. 2014). Por tanto, comparamos nuevamente
las dos estrategias usando celulosa (papel de filtro) como material fermentable.
A pesar de las caracteristicas desfavorables de SfBgl, la SSF de celulosa usando
T500 generd rendimientos de etanol mads altos que cualquiera de las otras dos
cepas (NcBgl/Po_CdtC o NcBgl/Tr_StrC), las cuales tuvieron un comportamiento

similar a la cepa silvestre (Figura 5.6).

5.2 Discusion

La hidrdlisis de la celobiosa es un punto clave en la conversion de
material lignoceluldsico en etanol. En los ultimos afos, con el propdsito de
disminuir el coste que supone la adicidon de enzimas exdgenas a los cdcteles
celuloliticos, se han construido cepas transformantes de S. cerevisiae, capaces
de hidrolizar y fermentar celobiosa mediante diferentes estrategias. Las dos
principales propuestas han sido la hidrdlisis extracelular de la celobiosa
mediante una [-glucosidasa secretada al medio (van Rooyen et al. 2005; Gurgu
et al. 2011; Treebupachatsakul et al. 2016; Saitoh et al. 2010; Kricka et al. 2015;
Hasunuma & Kondo 2012; Yamada et al. 2013), o la conversion intracelular de

celobiosa en glucosa mediada por un transportador del azucar (Lian et al. 2014;
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Bae et al. 2014; Ha et al. 2011; Zhang et al. 2013; Galazka et al. 2010; dos Reis
et al. 2016; Li et al. 2013b; Ha et al. 2013b; Hu et al. 2016).

Como primera aproximacion, en este capitulo se analizé el efecto del
transporte de celobiosa y la hidrélisis intracelular del disacdrido, en la capacidad
de S. cerevisiae para crecer en un medio con este azlcar como fuente de
carbono. Se compararon tres 3-glucosidasas intracelulares, NcBgl y PpBglA de la
familia GH1, y HgBgl de la familia GH3, las cuales mostraron un comportamiento
cinético muy diferente (Figura 5.1B). A concentraciones de celobiosa iguales o
inferiores a 60 mM (= 2 %), la actividad B-glucosidasa de NcBgl fue la mds alta, y
la de HgBgl la mas baja, mientras que PpBglA mostrd una actividad intermedia.
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en las cinéticas de
crecimiento de los transformantes con NcBgl y PpBglA, lo que indica que, por
encima de cierto nivel de actividad B-glucosidasa, ésta no limita la asimilacién
de celobiosa, y que por lo tanto el principal cuello de botella es el transporte del

disacarido.

En la busqueda de transportadores adecuados de celobiosa, realizamos
un estudio de potenciales permesas de azucares, entre secuencias de T. reesei
con elevada similitud con transporadores de celobiosa previamente
caracterizados. Como resultado de este andlisis seleccionamos diez potenciales
permeasas (Tabla 5.1). Sin embargo, solo una de ellas (Tr_StrC) fue capaz de
favorecer el crecimiento de S. cerevisiae en un medio con celobiosa como fuente
de carbono (Figura 5.4). Segun el andlisis filogenético (Figura 5.3), Tr_StrC se
agrupa con CDT1 de N. crassa, CdtC de P. oxalicum (Po_CdtC), y otros
transportadores de azlUicares como TtST de T. terrestris, PcST de P. chrysogenum,
CdtG de P. oxalicum y LAC12 de K. lactis, previamente descritos por conferir a S.
cerevisiae la capacidad de crecer en celobiosa (Tabla 1.7). Tr_StrA, Tr_StrB y

CdtK de P. oxalicum (Po_CdtK) también estan dentro de este nodo, pero mas
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alejadas de CDT1 y Po_CdtC. Segun nuestros resultados ni Tr_StrA ni Tr_StrB
permiten el transporte de celobiosa en S. cerevisiae, y segun Li et al. (2013b)
Po_CdtK tampoco. Sin embargo, segin Bae et al. (2014) un tranformante de S.
cerevisiae que expresa Tr_StrA/NcBgl fue capaz de crecer en un medio con
celobiosa (40 g/L) hasta una densidad similar a la del transformante
Tr_StrC/NcBgl (Tabla 1.7). Estas discrepancias podrian ser debidas a diferencias
en los sistemas experimentales. En nuestro trabajo, la expresién del gen de la
permeasa fue controlada por un promotor inducible por galactosa, mientras que
en el estudio antes mencionado utilizaron un promotor constitutivo (GPD:
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa) (Mumberg et al. 1995). Una menor expresidon
de Tr_StrA (en nuestras condiciones) podria explicar la pérdida de la capacidad
de transportar celobiosa del transformante. Ademas, en este trabajo se usé una
concentracién de celobiosa mas baja (20 g/L), que podria ser insuficiente para
permeasas con baja afinidad. En cualquier caso, nuestros resultados indican que
Tr_StrC es un transportador de celobiosa mas eficiente que Tr_StrA. Por otro
lado, Tr_StrD, Tr_StrE y Tr_StrF se agruparon con CDT2 de N. crassa y CdtD de
P. oxalicum. Estas dos permeasas habian demostrado capacidad para
transportar celobiosa en S. cerevisiae, pero con menor eficiencia que sus
respectivos homadlogos, CDT1 y CdtC (Galazka et al. 2010; Li et al. 2013b). Dentro
de este nodo también se ubican otros transportadores de P. oxalicum (CdtB,
CdtE, CdtF, CdtH y Cdt)) que no permitieron el transporte de celobiosa en S.
cerevisige (Li et al. 2013b). En términos generales, se puede decir que los
transportadores relacionados con CDT2 son menos competentes que los
relacionados con CDT1 para promover la fermentacién de celobiosa en
levadura. Finalmente, Tr_StrG, Tr_StrH, Tr_Strl y Tr_StrJ, que se agrupan fuera
de los dos nodos principales, también fueron incapaces de favorecer el

crecimiento en celobiosa de S. cerevisiae. Aunque Tr_Strl ha sido descrita como
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permeasa de celobiosa (Stp1), su eficiencia fue mucho mas baja que la de CDT1,
mostrando un crecimiento significativamente tardio (Zhang et al. 2013). Tal
comportamiento podria reflejar que para promover el crecimiento en celobiosa

con Stpl son necesarias mutaciones de la proteina.

Otro aspecto a ser considerado es el mecanismo de transporte utilizado
por las permeasas de celobiosa. Mientras CDT1 es un H*-symporter, CDT2 es un
facilitador simple (Kim et al. 2014). En CDT1 el transporte del azlcar disipa parte
del gradiente de protones generado por la H*-ATPasa plasmatica, lo cual implica
un gasto energético. En base a este hecho algunos autores han propuesto que
un transportador pasivo como CDT2 podria ser energéticamene mas favorable,
especialmente en condiciones anaerobias donde el suministro de ATP es mas
bajo (Lian et al. 2014). La evolucion dirigida de CDT2 ha mejorado su eficiencia
hasta niveles similares a los del CDT1 silvestre (Lian et al. 2014). Las versiones
mejoradas de CDT2 introducidas en S. cerevisiae, y usando celobiosa (20 g/L)
como fuente de carbono, dan lugar a rendimientos de etanol significativamente
mas altos que CDT1, lo cual apoya la teoria de la ventaja del transporte pasivo.
Sin embargo, se debe tener en cuenta que en un sistema SSF las concentraciones
de celobiosa en el medio extracelular son significativamente mas bajas, por lo
que un transportador activo podria ser ventajoso ya que podria aumentar la
concentracidn de celobiosa intracelular y favorecer el funcionamiento de la j3-

glucosidasa.

La prediccion del mecanismo de transporte de una permeasa es
bastante dificil debido a la alta divergencia en las secuencias de la superfamilia
MFS (Madej 2015). Sin embargo, estudios estructurales y funcionales mediante
mutagénesis dirigida han revelado algunos aspectos clave. Un residuo acido (Asp
o Glu) conectado a través de un puente salino con una Arg conservada, forma el

sitio de unidn al protdn (H*) y es esencial para el transporte activo (Madej et al.
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2014). Cuando este residuo fue reemplazado por un residuo neutro en varios
symporters (aztcar/H*), las permeasas conservaron su capacidad para permear
el azucar pero actuando como uniporters (lancu et al. 2013). De igual forma,
alineamientos estructurales y de secuencias de permeasas funcionalmente
identificadas, mostraron que todos los symporters (azucar/H*) tienen el residuo
acido, mientras que muchos uniporters tienen un residuo neutro en esa posicion
(lancu et al. 2013). Sin embargo, GLUT2, un uniporter de glucosa, tiene un Asp
en esa posicion. Esto se ha explicado, basado en un modelado estructural y
estudios de mutagénesis, por la formacion de un puente de hidrégeno entre
este residuo Asp y una Ser, lo que impediria el intercambio de protones (lancu
et al. 2013). Un analisis de secuencia de las permesas seleccionadas en la Figura
5.3, indica que todos estos transportadores tienen un residuo Asp en esa
posicidn (Figura 5.7). Por otro lado, Tr_StrD y Po_CdtJ tienen una Lys en lugar de
la Arg conservada que forma el puente salino con el Asp. Se desconoce si esta
sustitucion afectaria a la unién del protén al residuo de Asp. Como era de
esperar, CDT1 y LAC12 de K. lactis, ambos identificados como H*/symporters,
tienen un Asp en esa posicion (residuos 90 y 89, respectivamente). CDT2 a pesar
de ser un uniporter, también tiene un Asp en la posicién 56, al igual que lo

descrito para el uniporter GLUT2.

Un tema recurrente en los estudios de la fermentacion de celobiosa por
S. cerevisiae, es la confrontacion de las estrategias de hidrdlisis extracelular e
intracelular. Algunos trabajos concluyen que la hidrdlisis intracelular es mas
eficiente, comparando los rendimientos de etanol obtenidos mediante este
método, con los de otros grupos que utilizaban una B-glucosidasa fijada a la
superficie celular (Ha et al. 2011), o con una -glucosidasa extracelular afiadida
exégenamente (Lee & Jin 2017). La conclusién derivada de esos analisis es

cuestionable. En el primer caso, las condiciones experimentales no son

119



CAPITULO Il
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Figura 5.7 Alineamiento de las secuencias polipeptidicas de las permeasas usadas para
el andlisis filogenético. El residuo de Asp que representa el sitio de unién a los H" en los
H*/symporters y el de Arg que esta muy conservado y forma un puente salino con dicho
Asp estdn marcados con un * y un +, respectivamente, y resaltados en rojo. El residuo
de Lys que difiere de la Arg muy conservada esta marcado en verde.

comparables, y en el segundo, la adicidon exdgena es una situacién diferente a la
sintesis y secrecion genéticamente controlada por una levadura transformante.
También se ha intentado comparar las dos estrategias expresando la misma
secuencia de una [-glucosidasa extracelular, con y sin su péptido seiial
(Njokweni et al. 2012). En este caso, el transformante representativo de la

estrategia intracelular (sin péptido sefal) mostré un crecimiento limitado en
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celobiosa, similar al control negativo sin B-glucosidasa, incluso con la co-
expresion de una permeasa del disacdrido. Una explicacion a este resultado
negativo, puede ser un inadecuado plegamiento de la proteina en el citoplasma,
considerando que de forma natural la B-glucosidasa seleccionada es secretada
al medio. De igual forma, forzar la secrecién de enzimas intracelulares
adicionando un péptido sefial, normalmente compromete el plegamiento de la
proteina. Ademas, en el caso de que la proteina fuese estructuralmente viable,
estas enzimas son altamente inestables en el medio extracelular en
comparacién con las enzimas secretadas de forma natural. Por lo tanto, un
mejor abordaje para la confrontacién de las estrategias de hidrdlisis de
celobiosa intracelular y extracelular en S. cerevisiae, seria mediante la expresidn
heteréloga de B-glucosidasas que, en los organismos de origen, sean traducidas
en el citosol o liberadas a la ruta de secrecién, respectivamente. Ademas,
considerando que la capacidad fermentativa de las levaduras depende del fondo
genético de la cepa (Gurgu et al. 2011), es muy importante llevar a cabo la
confrontacién de las estrategias con transformantes provenientes del mismo

huésped. Estas son las consideraciones utilizadas en este estudio.

En el presente trabajo comparamos la capacidad de fermentar celobiosa
de dos cepas transformantes de S. cerevisiae (Po_CdtC/NcBgl y Tr_StrC/NcBgl),
ambas portadoras de una permeasa y una B-glucosidasa intracelular, con otra
cepa de S. cerevisiae (T500) que secreta una P-glucosidasa (SfBgl) de S.
fibuligera. La cepa T500 retiene en la superficie celular alrededor del 70 % de la
B-glucosidasa secretada (Gurgu et al. 2011). La actividad 3-glucosidasa asociada
a células de este transformante, fue mas baja que la de las cepas con la j3-
glucosidasa intracelular (Figura 5.5A). Ademas, la K, de SfBgl (1.74 mM % 0.08
mM) es alrededor de 10 veces mas alta que la de NcBgl (0.163 + 0.013 mM). A

pesar de eso, la cepa de SfBgl fue capaz de fermentar el 80 % de la celobiosa
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inicial en un tiempo mucho mas corto que los transformantes con la B-
glucosidasa intracelular (Figura 5.5B). Estos resultados indican que ni los niveles
de expresion ni las caracteristicas de la B-glucosidasa, son responsables del
consumo mas bajo de celobiosa por parte de las cepas Po_CdtC/NcBgl y
Tr_StrC/NcBgl, por lo que el principal cuello de botella estaria en la actividad de
los transportadores de celobiosa. Esta limitacién podria ser reducida con
versiones mejoradas de permeasas. De hecho, se ha incrementado la capacidad
de transporte de celobiosa de diferentes permeasas con métodos de evolucion
dirigida, que a su vez han mejorado la fermentacién de celobiosa (Lian et al.
2014; Ha et al. 2013b; Ha et al. 2013a). Por otro lado, la eficiencia de conversion
de celobiosa en etanol en las cepas con la B-glucosidasa intracelular (55 %) fue
mas bajo que en la cepa con SfBgl (76 %). Esto podria estar relacionado con el
hecho de que parte de la celobiosa consumida es transitoriamente secuestrada
en forma de celodextrinas (celotriosa y celotetraosa) como resultado de la
actividad transglicosilante de NcBgl (Figura 5.5D). Asi, otro aspecto para mejorar
la fermentacién de celobiosa seria la reduccidn de esta actividad secundaria en
las B-glucosidasas. En el proceso de SSF de celulosa (Figura 5.6) también se
observd mayor eficiencia de la estrategia de hidrdlisis extracelular de la
celobiosa. Este es un resultado significativo, considerando que bajo esas
condiciones (baja concentracién de celobiosa y alta concentracién de glucosa)
(Figura 4.6), las caracteristicas intrinsecas de SfBgl (baja afinidad por celobiosa y
fuerte inhibicién por glucosa), comparadas con las de NcBgl, significan una clara
desventaja para la estrategia extracelular. De hecho, a pesar de que la
fermentacién con T500 resulta en una reduccidén drastica (10 veces) de los
niveles de celobiosa durante la SSF de celulosa (Figura 4.6), la concentracion de
este disacarido es todavia inhibitoria para la celulasas (Teugjas & Viljamae

2013a). Asi, la aproximacion extracelular podria ser mejorada usando variantes
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de B-glucosidasas con alta afinidad por celobiosa y tolerancia a glucosa, también

conseguible por evolucion dirigida (Guo et al. 2016b).

La hidrdlisis intracelular de celobiosa ha sido propuesta como una
estrategia ventajosa para la co-fermentacién con xilosa, ya que esto evitaria la
accion represiva e inhibitoria de la glucosa sobre el transporte y metabolismo
de xilosa (Ha et al. 2011; Chomvong et al. 2014; dos Reis et al. 2016). Sin
embargo, se deberia considerar que en un sistema de SSF de celulosa, la glucosa
es producida extracelularmente a altas concentraciones, con o sin B-glucosidasa
afiadida (Figura 4.6) (Tang et al. 2013). Por tanto, en un proceso de SSF, ambas
estrategias de hidrélisis de celobiosa podrian ser mejoradas por la co-expresién
de transportadores de xilosa de alta afinidad (Leandro et al. 2006). Un paso mas
en el desarrollo de un método para la fermentacion de celulosa es el bioproceso
consolidado (CBP), en el cual la sintesis de las enzimas celuloliticas, la hidrdlisis
de la celulosa y la fermentacién son realizadas por un mismo microorganismo
(den Haan et al. 2015; Parisutham et al. 2014; Yamada et al. 2013; Hasunuma et
al. 2013; Olson et al. 2012). Aunque estas estrategias aun requieren
considerable mejora, representan un nuevo contexto para la re-evaluacion de la

eficiencia de la hidrdlisis de celobiosa intracelular y extracelular.

En conclusion, nuestros resultados indican que la fermentacién de
celobiosa por S. cerevisiae, tras hidrdlisis extracelular, supera en las condiciones
experimentales ensayadas, a la estrategia intracelular. En otras condiciones, la
estrategia alternativa podria ser mds ventajosa. Algunos aspectos especificos
para mejorar ambas aproximaciones serian la seleccién de B-glucosidasas con
alta afinidad por celobiosa y tolerancia a glucosa, y con baja actividad

transglicosilante.
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6.1 Resultados

6.1.1 Expresién del gen aglA de A. niger en S. cerevisiae

La cepa BY4741 de S. cerevisiae usada como huésped, es isogénica a la
cepa silvestre S288C, y contiene en su genoma genes funcionales que codifican
permeasas de maltosa (AGT1 y MAL31) y a-glucosidasas intracelulares (MAL12
y MAL32) pero carece del gen (MAL13 o MAL33) que codifica la proteina
activadora requerida para la expresion de la permeasa y la a-glucosidasa
(Naumov et al. 1994; Charron et al. 1989). Por lo tanto, la cepa BY4741 es
fenotipicamente maltosa negativa, una caracteristica deseable ya que evita la

interferencia en el andlisis de la actividad de la enzima heterdloga.

kDa

240 — . |
180 —

135 — o
100 —

-

Figura 6.1 Andlisis SDS-PAGE de las proteinas recuperadas del medio de cultivo de S.
cerevisiae BY4741_AglA (C,D), y de la cepa control transformada con el vector de
clonacidn (A,B). Las muestras tratadas con la glicosidasa EndoH se muestran en las lineas
By D, y las no tratadas en las lineas A y C. Las flechas indican las bandas diferenciales,
presentes en la cepa que expresa la AglA extracelular y ausentes en el control.

La cepa BY4741 fue transformada con el plasmido pSSP-AG, que lleva el
gen aglA de A. niger. Los cultivos inducidos con galactosa de estos
transformantes mostraron actividad a-glucosidasa (1.4 mU/mL), la cual se

encuentra distribuida tanto en el medio de cultivo (53 %) como asociada a
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células (47 %). Un cultivo control de la misma cepa transformada con el vector

de clonacion (pEMBLyex4) no presentd actividad enzimdatica detectable. La

expresion extracelular de la a-glucosidasa por la levadura transformante fue

visualizada por electroforesis en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), como una

banda difusa correspondiente a una proteina de alto peso molecular, por

encima de 240 kDa, indicando un alto grado de glicosilaciéon (Figura 6.1, linea C).

Después del tratamiento con EndoH (Figura 6.1, linea D) la masa de la proteina

bajé a aproximadamente 135 kDa, y migré en el gel de electroforesis como una

banda mas definida. Esto indica que la proteina no fue completamente

deglicosilada ya que la masa esperada para el mondmero es de 106 kDa. Esto

puede deberse a que las Asn modificadas por glicosilacién no son accesibles

estructuralmente a la EndoH o a que la proteina es ampliamente modificada por

O-glicosilacién, no reversible por EndoH. El analisis de secuencia de AglA indica

que efectivamente hay varios sitios potenciales de O-glicosilacidon accesibles

estructuralmente y agrupados en una misma zona de la proteina (Figura 6.2). La

imposibilidad de EndoH de deglicosilar estos sitios explicaria por qué el tamafio

de la proteina es mayor al tedrico esperado.
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Figura 6.2 Andlisis de los potenciales sitios de glicosilacion de la a-glucosidasa de A.
niger. En la secuencia de aminoacidos (A) y en el modelo de la estructura trimensional
(B) se resaltan los potenciales sitios de N- y O-glicosilacion en azul y rojo,
respectivamente.
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6.1.2 Anadlisis de la formacion de IMOS

En la Figura 6.3 se muestran los productos recuperados de la incubacién
de células de S. cerevisiae que expresan el gen aglA con maltosa al 30 % como
sustrato. Después de 8 horas de incubacidn, el Unico producto de reaccién
detectable en concentraciones significativas fue panosa. Este trisacarido se
forma por transglicosilacion entre dos moléculas de maltosa, una de ellas
actuando como donadora de glucosa y la otra como aceptora. El residuo

glucosilo escindido de la maltosa donadora se transfiere a la maltosa aceptora
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Figura 6.3 Perfil de productos obtenidos con S. cerevisiae BY4741_AglA y la cepa control
transformada con el vector de clonacién, a partir de maltosa. Las células fueron
incubadas con maltosa al 30 %, a 50 °C, durante diferentes tiempos. Los azucares
recuperados en el sobrenadante fueron analizados por HPLC. (A) Compuestos patrones.
(B,C) BYA741_AglA después de 8 y 24 h, respectivamente. (D) Cepa control después de
8 h. Los picos de los patrones corresponden a: (1) glucosa, (2) isomaltosa, (3)
isomaltotriosa, (4) maltosa, (5) panosa y (6) maltotriosa.

129



CAPITULO IlI

formando un enlace a(1->6). A pesar de que glucosa y panosa se producen en
concentraciones equimolares en la reaccidn de transglicosilacion, es de resaltar
qgque no detectamos glucosa entre los productos, lo que indica que el
monosacarido es consumido por la levadura durante este primer periodo. Tras
un periodo mas largo de incubacién, 24 h, el producto predominante de
transglicosilacion fue isomaltosa. Adicionalmente se detectaron panosa e
isomaltotriosa, en cantidades mas bajas pero significativas. En este punto
también se detectd la acumulacién de una cantidad significativa de glucosa,
probablemente porque tras 24 h de incubacién a 50 °C, las células ya no estaban
metabdlicamente activas y no podian continuar consumiéndola. Ademas, otros
compuestos, correspondientes a picos no identificados, eluyeron a tiempos de
retencion mas largos. Presumiblemente se trata de IMOS de tipo a(1->6) de

mayor grado de polimerizacién.

Se realizé un seguimiento de la cinética de produccién de IMOS a
diferentes concentraciones de maltosa. La Figura 6.4A muestra que la
produccidn inicial de panosa incrementa rapidamente, a velocidades similares
para las diferentes concentraciones de maltosa, alcanzando un maximo (400
mM después de 20 h para 60 % de maltosa) que luego decrece. La cinética de
consumo de la maltosa mostré una caida inicial lineal, con pendientes similares
para las diferentes concentraciones de sustrato (Figura 6.4B). La formacidn de
isomaltosa y glucosa solo se detectd usando altas concentraciones de maltosa 'y
con tiempos de incubacion largos (Figura 6.4C,D). Después de un retraso inicial,
ambos azlcares se acumularon progresivamente. El hecho de que la isomaltosa
se forme en el punto en que comienza la acumulacién de glucosa, sugiere que
la isomaltosa es un producto de transglicosilacién con la glucosa como molécula
aceptora, y no un resultado de isomerizacidn de la maltosa, lo que seria un

mecanismo alternativo posible. Ademds, usando enzima purificada, condicién
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Figura 6.4 Cinética de la sintesis/hidrdlisis de diferentes azucares por la cepa
BY4741_AglA a partir de maltosa. Las células de levadura fueron incubadas con tres
concentraciones de maltosa: 10 % (280 mM), cuadrados azules; 30 % (800 mM), circulos
verdes; y 60 % (1.6 M), tridngulos naranjas. Los azlcares resultantes fueron analizados
por HPLC. (A) Panosa, (B) maltosa, (C) isomaltosa, y (D) glucosa.
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en la que a diferencia de lo que ocurre cuando se utiliza la levadura, la glucosa
no es secuestrada del medio, no se observd el retraso en la sintesis de
isomaltosa en comparacion con la produccién de panosa (Ma et al. 2017;

Mangas-Sanchez & Adlercreutz 2015).

o
(=2
3

1

N

20\

Figura 6.5 (A) Modelo del sitio catalitico de la a-glucosidasa de A. niger. Los residuos
cataliticos D660 (nucledfilo putativo) y D490 (acido/base putativo) estan resaltados en
azul. (B) Complejo con isomaltosa. (C) Complejo con panosa. La glucosa en el extremo
reductor estd coloreada en rosa, y los potenciales puentes de hidrégeno con este
residuo estan resaltados con lineas discontinuas.

En la Figura 6.5 se muestra un modelo de la a-glucosidasa de A. niger
acoplada con isomaltosa o panosa en el centro activo de la enzima. El modelo
fue ajustado para superponer la orientacion de los residuos cataliticos (Asp490
y Asp660, nucledfilo y &acido/base putativos, respectivamente) con los
correspondientes residuos de la a-glucosidasa de la remolacha (Beta vulgaris;

PDB id 3WEOQ). Se asumid que la disposicion de los residuos cataliticos debe ser
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la misma en ambas proteinas porque catalizan la misma reaccidn, y el grado de
identidad de ambas secuencias (37 %) aumenta a un valor cercano al 80 % si solo
se consideran los residuos probablemente involucrados en la interaccion directa
con el sustrato. El modelo muestra la formaciéon de isomaltosa y panosa y
sugiere un sitio para el acoplamiento de la molécula aceptora (glucosa o

maltosa).

6.1.3 Anclaje de AglA a la superficie celular de S. cerevisiae

Los cultivos transformantes de la cepa BY4741 que expresan el gen aglA
secretan la a-glucosidasa al exterior celular. La actividad enzimatica aparece
distribuida aproximadamente en partes iguales en el sobrenadante y asociada a
células, lo que dificulta la recuperacién de la enzima en cantidades utiles para
su uso posterior. La fijacién de la enzima a la superficie celular permite un uso
directo de la biomasa de levadura como un agente catalitico en la sintesis de
IMOS, una metodologia que ha sido descrita para la sintesis de otros
oligosacdridos (Marin-Navarro et al. 2015b). Para conseguir una fijacién
cuantitativa y estable, en este trabajo se construyeron dos versiones de AglA,
fusionada con la secuencia completa o parcial de la proteina Sedl de S.
cerevisiage. Sedl es una proteina anclada a la pared celular, mediante un
mecanismo mediado por glicosilfosfatidilinositol (GPI). Se trata de una proteina
abundante, inducida por estrés, que ha sido usada de forma satisfactoria como
vehiculo para fijar otras proteinas a la pared celular de levaduras (Van der Vaart
et al. 1997; Inokuma et al. 2015; Shimoi et al. 1998). En la Figura 6.6A se observa
que en las cepas que producen las a-glucosidasas hibridas con Sedl, casi la
totalidad de la actividad enzimatica aparecié unida a las células y solo una
cantidad minima fue detectada en el medio de cultivo. La cepa transformante

con la versién hibrida mas corta de Sedl (AglA_SedlB) mostréd

133



CAPITULO Il
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Figura 6.6 Actividad enzimatica de células de levadura que expresan la a-glucosidasa de
A. niger en las versiones silvestre o hibridas fusionadas a la secuencia Sed1 completa
(Sed1A) o parcial (Sed1B). (A) Analisis de la actividad a-glucosidasa, secretada al medio
de cultivo (barras naranjas) o asociada a células (barras verdes). (B) Actividad o-
glucosidasa asociada a células, inicial y remanente, después de varios periodos de 24 h
de incubacion de las células a 50 °C y pH 5.5. Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar de triplicados.

una actividad enzimatica mas alta comparada con la version completa de Sed1
(AglA_Sed1A). Una consecuencia practica de la unién covalente de la enzima a
la superficie celular se presenta en la Figura 6.6B. Las células que expresan las

a-glucosidasas hibridas con Sedl pueden ser reutilizadas en reacciones
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consecutivas tipo batch sin mayor pérdida de la actividad, en comparacién con
las cepas que expresan la versién silvestre de AglA, cuya interaccién con la

superficie celular es menos fuerte.

6.1.4 Sintesis de panosa o isomaltosa por transglicosilacién en funcién del
aceptor del grupo glucosilo

Como se ha mencionado anteriormente, los resultados de la Figura 6.4
indican que la glucosa y la maltosa pueden actuar como aceptores del grupo
glucosilo en la reaccién de transglicosilacién. Es decir, cuando la maltosa es
usada como sustrato a tiempos cortos de reaccidn, es el Unico aceptor
disponible y se produce panosa como producto de transglicosilacion. Cuando la
reaccién progresa y se acumula glucosa en el medio, este monosacarido
también puede actuar como molécula aceptora y se produce isomaltosa. Para
confirmar que la isomaltosa se forma por transglicosilacidn, con la glucosa como
aceptor, y no por isomerizacién directa de la maltosa, se ensayd la produccion
de IMOS a diferentes ratios iniciales de glucosa a maltosa (Figura 6.7). Para este
andlisis, las levaduras transformantes que expresaban AglA_Sed1B fueron
preincubadas a 50 °C durante 24 h, para evitar la interferencia del consumo de
glucosa por el metabolismo celular. Como muestra la Figura 6.6B, la a-
glucosidasa producida por AglA_Sed1B se mantiene unida de forma estable a la
superficie celular y permanece activa tras largos periodos de incubacién a 50 °C,
por lo que las células pretratadas, con un metabolismo atenuado, pueden ser
utilizadas como fuente de enzima. Con las células pretratadas a 50 °C, y
posteriormente incubadas durante 5 h con maltosa, se acumuldé una gran
cantidad de glucosa (= 200 mM) y se obtuvo un alto rendimiento de isomaltosa
(= 60 mM), incluso en ausencia de glucosa exdgena afiadida. Si la isomaltosa se

formara por isomerizacidon de la maltosa, un incremento en la concentracién
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inicial de glucosa no mejoraria la produccién de isomaltosa. Nuestros resultados
(Figura 6.7Ay Figura 6.4C) indican una correlacion directa entre la formacion de
isomaltosa y la concentracién de glucosa en el medio, lo que apunta a un
mecanismo de transglicosilacion. Usando células pretratadas, después de 1 h de
incubacién con maltosa, el ratio de isomaltosa a panosa fue de 0.2 y el mismo
valor se obtuvo para el ratio de glucosa a maltosa. Cuando el ratio inicial de
glucosa a maltosa se incrementé a 1:1 o0 4:1, el rendimiento de panosa bajo y el
de isomaltosa subié (Figura 6.7). En ambos casos, el ratio de isomaltosa a panosa
después de 1 h de incubacién fue equivalente al de glucosa a maltosa. Estos
resultados sugieren que glucosa y maltosa compiten por el mismo sitio de unién
en la enzima, actuando como aceptores del residuo glucosilo para sintetizar
isomaltosa y panosa, respectivamente. Sin embargo, ambos productos tienen
cinéticas diferentes a tiempos prolongados de incubacién. La panosa alcanzé
una concentracion maxima antes de ser degradada (Figura 6.4A y Figura 6.7B),
y la isomaltosa se acumulé progresivamente (Figura 6.7A), lo que indica que la

panosa es mejor sustrato para la enzima.
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Figura 6.7 Cinética de produccién de isomaltosa (A) y panosa (B) por células de levadura
transformadas con AglA_Sed1B. Las reacciones se realizaron por incubacion de células
pretratadas (50 °C, pH 5.5 duante 24 h) con diferentes mezclas de maltosa y glucosa:
300 mM de maltosa (cuadrados azules), 300 mM de maltosa y 300 mM de glucosa
(circulos naranjas), y 300 mM de maltosa y 1.2 M de glucosa (triangulos verdes).

136



CAPITULO Il

6.1.5 Sintesis de otros productos de transglicosilacién usando diferentes
aceptores

Se ensayo la capacidad transglicosilante de la a-glucosidasa de A. niger
incubando células tratadas (por preincubacién a 50 °C pH 5.5 durante 24 h) de
la cepa transformante AglA_Sed1B con diferentes moléculas aceptoras. Como
aceptores a probar se utilizaron dos antibidticos (kanamicina y estreptomicina),
un polialcohol (sorbitol), dos disacaridos (celobiosa y lactosa) y diferentes
monosacaridos (galactosa, xilosa y fructosa). En la Tabla 6.1 se presenta un

resumen cualitativo de los resultados obtenidos.

Tabla 6.1 Capacidad transglicosilante de AglA utilizando nuevos aceptores

. # PRODUCTOS
ACEPTOR TRANSGLICOSILACION NUEVOS?

Kanamicina No No

Estreptomicina No No
Sorbitol Si 1
Celobiosa Si 2

Lactosa No No
Galactosa Si 1
Xilosa Si 1
Fructosa Si 1

2 Productos de transglicosilacion diferentes de panosa, isomaltosa e
isomaltotriosa.

La kanamicina no dio lugar a ningun tipo de producto de reaccion. El
resultado obtenido indica que el antibiético inhibe por completo la actividad de
la enzima. El efecto inhibitorio de ciertos antibidticos sobre glicosidasas,
especificamente a-glucosidasas, ha sido descrito en otros estudios (Lee et al.
2007). La estreptomicina dio un perfil de productos igual al que genera la enzima

a partir de maltosa, sin aparicién de ningun producto nuevo. Esto indica que el
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Figura 6.8 Perfil de productos obtenidos por transglicosilacién tras 1 h de incubacién a
50 °C, pH 5.5, de AglA_Sed1B con diferentes mezclas de maltosa 100 mM -y cada uno
de los potenciales aceptores indicados junto al grafico a una concentracion de 200 mM.
Los nimeros sobre los picos corresponden a los siguientes compuestos: glucosa (1);
isomaltosa (2); maltotriosa (3); maltosa (4); panosa (5); sorbitol (6); celobiosa (8);
productos de transglicosilacion con celobiosa (9 y 10); sorbitol (7), galactosa (11), xilosa
(12), fructosa (14); fructosa (13). En F el disacarido lactosa co-eluye con isomaltosa, y en
Gy H los monosacdridos galactosa y xilosa, respectivamente, co-eluyen con glucosa.

antibidtico no funciona como aceptor del grupo glucosilo, pero tampoco afecta
a la actividad de la enzima. Los demas aceptores probados, excepto la lactosa,
generaron nuevos productos de transglicosilacién. El perfil de los productos
obtenidos, incluyendo los productos de hidrdlisis y transglicosilacion con una

mezcla de maltosa y glucosa se muestran en la Figura 6.8.
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6.2 Discusion

La produccidn industrial de IMOS es llevada a cabo por la acciéon
combinada de enzimas hidroliticas y transferasas que actdan sobre almidén
produciendo una mezcla compleja de a-glucésidos (Madsen et al. 2017,
Sorndech et al. 2017a; Basu et al. 2016). Aunque en términos generales se
considera que los IMOS tienen efectos prebidticos y otros beneficios para la
salud (Goffin et al. 2011; Sorndech et al. 2017b; Li et al. 2009), la naturaleza
heterogénea y variable de las preparaciones comerciales dificulta atribuir los
efectos benéficos a compuestos especificos. El desarrollo de nuevos
procedimientos para la produccion de IMOS de composicion definida,
especificamente panosa e isomaltosa, es un objetivo biotecnoldgico importante,
debido a los usos actuales y aplicaciones potenciales de estos compuestos
(Fernandes & Rodrigues 2007; Erhardt et al. 2017; Makeldinen et al. 2009). En
este trabajo se plantea un procedimiento para la produccién a bajo coste de
panosa e isomaltosa de grado alimenticio, usando una cepa de levadura
ingenierizada que lleva una a-glucosidasa unida covalentemente a la pared
celular. Ademas, la produccidn de panosa o isomaltosa puede ser modulada por

el ratio de los azlcares aceptores (maltosa o glucosa) presentes en la reaccién.

A partir de los resultados obtenidos se concluye que la isomaltosa se
forma por transglicosilacion y no por isomerizaciéon intramolecular de la
maltosa. El residuo glucosilo unido a la enzima en el complejo intermediario de
reaccion, puede ser transferido a otra molécula aceptora. Dependiendo de si
ésta es glucosa o0 maltosa, se sintetizaran isomaltosa o panosa, respectivamente.
Este es un resultado resefiable, ya que otras glicosil hidrolasas que actuan por
un mecanismo de retencion, tienen actividad isomerasa, como por ejemplo la

trehalosa sintasa que cataliza la isomerizacion intramolecular de maltosa a
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trehalosa, pero es incapaz de incorporar glucosa afadida de forma exégena
(Zhang et al. 2011). Un caso relevante es el de la o-galactosidasa LacZ de
Escherichia coli. Esta enzima convierte la lactosa en alolactosa por una reaccién
de isomerizacidn, en la cual la glucosa y la galactosa producidas por la hidrdlisis
de lactosa, antes de dejar el sitio activo de la enzima, son unidas nuevamente
pero con un enlace distinto (Wheatley et al. 2013). LacZ también es capaz de
catalizar la transglicosilacion de un residuo galactosilo a glucosa exdgena
afiadida a altas concentraciones. La diferencia entre los mecanismos de
isomerizaciéon y transglicosilacion es importante desde un punto de vista
biotecnoldgico. Si la sintesis de isomaltosa fuese por isomerizacion, isomaltosa
y panosa se formarian a la vez. Sin embargo, nuestros resultados indican que,
en ausencia de glucosa, la panosa es el Unico producto de transglicosilacion
(Figura 6.4), pero cuando la concentracién de glucosa incrementa, desplaza el

mecanismo hacia la produccién de isomaltosa (Figura 6.7).

El rendimiento de panosa e isomaltosa a diferentes ratios de glucosa a
maltosa, indica que ambas moléculas, maltosa y glucosa, compiten con similar
eficiencia como aceptores glucosilo a las concentraciones ensayadas. Sin
embargo, una vez formadas panosa e isomaltosa, su evolucidn posterior es
notablemente diferente. La panosa alcanza un maximo y luego declina, mientras
que la isomaltosa incrementa con el tiempo (Figura 6.7). Este resultado se
explica por la alta afinidad de AglA por panosa como un sustrato para hidrélis,
en comparacion con la isomaltosa (Ma et al. 2017). Otros datos refuerzan esta
observacién. La Figura 6.5 muestra el modelo estructural de la a-glucosidasa de
A. niger acoplada con panosa en el centro activo. El residuo glucosilo en el
extremo reductor de la panosa puede formar tres puentes de hidrégeno
putativos con D225, S495 y H596, lo que favoreceria una estabilizacion adicional

para la formacion del complejo enzima-sustrato, en comparaciéon con la
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molécula de isomaltosa, la cual es equivalente a la panosa excepto por el
mencionado extremo glucosilo. Estos tres residuos estan conservados en la a-
glucosidasa de Schwanniomyces occidentalis, la cual tiene un perfil de productos
similar a AglA (Song et al. 2013). Curiosamente, H596 es sustituido por Ser en la
a-glucosidasa de Xanthophyllomyces dendrorhous, la cual sintetiza panosa y
maltotriosa con eficiencias similares (Gutiérrez-Alonso et al. 2016). Esto sugiere
que el subsitio representado por estos residuos esta involucrado en la
especificidad de producto de la enzima. Los resultados indican ademds que el
sitio activo de AglA es lo sufientemente flexible como para utilizar diferentes
aceptores del grupo glucosilo (distintos de maltosa y glucosa). El perfil de
productos de transglicosilacion de la enzima se ha ampliado al usar sorbitol,
celobiosa, galactosa, xilosa y fructosa como aceptores. Los resultados obtenidos
son solo semicuantitativos, ya que no se dispone de los patrones de los

productos de transglicosilacion.

En conclusién, este estudio presenta un procedimiento simple para la
produccién de IMOS (especificamente panosa e isomaltosa) con alto
rendimiento. El sistema de unidn de la enzima a la superficie celular permite la
implementacién de un proceso “one-pot”, en el cual la biomasa de levaduras
puede ser utilizada y reciclada como un agente catalitico para la produccién de

IMOS vy otros productos de transglicosilacion.
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Se ha obtenido y analizado el complejo de enzimas celuloliticas
producido por Trichoderma reesei en condiciones de fermentacidn
solida. Dicho complejo hidroliza celulosa generando glucosa y celobiosa
como productos finales. La acumulacién transitoria de celobiosa
confirma estudios previos en los que se concluia que la actividad B-
glucosidasa secretada por el hongo es limitante para la hidrdlisis total

de la celulosa.

La sacarificaciéon y fermentacién simultanea de papel, utilizando el
cdctel celulolitico de T. reesei y una levadura recombinante que secreta
una P-glucosidasa de Saccharomycopsis fibuligera, produjo
rendimientos de etanol significativamente superiores a los obtenidos en
las mismas condiciones, con una cepa de levadura silvestre. Los niveles
de celobiosa acumulados con la levadura silvestre fueron bajos, pero
aun a concentraciones inhibitorias para las celobiohidrolasas. Sin
embargo, la cepa recombinante hidroliza eficazmente la celobiosa,

consiguiendo una degradacidn de papel mas rapida.

La metodologia de sacarificacién y fermentacion acopladas propuesta
en esta tesis produce rendimientos de etanol mayores al 7 %,
sensiblemente superiores al 5 %, valor considerado como limite inferior

para que la destilacién del alcohol sea econédmicamente viable.

Se han obtenido distintos transformantes de levadura que coexpresan
el gen de una B-glucosidasa intracelular y el de un transportador de
azucares. La baja actividad celobiasa de la [-glucosidasa de

Hanseniaspora guillermondii resultdé limitante para el crecimiento en
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celobiosa del transformante correspondiente, mientras que el
crecimiento de cepas con las B-glucosidasas de Paenibacillus polymixa 'y

Neurospora crassa se vio limitado por el transportador de celobiosa.

Se ha analizado la capacidad de distintos transportadores de azlcares
de Trichoderma reesei para conferir a transformantes de S. cerevisiae
que expresan una [-glucosidasa intracelular, la propiedad de crecer en
celobiosa y se compararon los resultados con los del transportador de
celobiosa PoCdtC de Penicillium oxalicum. De las diez permeasas
analizadas, sdlo una de ellas (Tr_StrC) mostré capacidad significativa

para conferir crecimiento en celobiosa.

Se ha comparado la capacidad de fermentar celobiosa de una cepa de
Saccharomyces cerevisiae que produce la -glucosidasa extracelular de
Saccharomycopsis fibuligera con las de otras cepas que expresan una [3-
glucosidasa intracelular y un transportador de celobiosa. La hidrdlisis
extracelular dio lugar a un consumo mas rapido de celobiosa y a
mayores rendimientos de etanol que la intracelular. Asimismo, la
hidrélisis extracelular fue mas eficiente para la sacarificacién vy

fermentacion simultanea de celulosa.

Se han obtenido y caracterizado transformantes de Saccharomyces
cerevisiae que expresan el gen de la a-glucosidasa de Aspergillus niger.
Estos transformantes secretan la enzima al medio extracelular, si bien
la mitad de la actividad permanece adherida a la superficie celular. Se

han establecido condiciones en las que la actividad enzimatica
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producida por la levadura produce cantidades elevadas de

isomaltooligosacdridos, particularmente panosa e isomaltosa.

Se ha conseguido fijar la a-glucosidasa de Aspergillus niger a la pared
celular de Saccharomyces cerevisiae mediante la fusidn con la proteina
SED1 portadora de una secuencia de anclaje por glicosilfosfatidilinositol.
Esta estrategia permitié una inmovilizacién estable de la enzima y la

reutilizacion de las células de levadura como material catalitico.

Las cepas de levaduras que expresan la a-glucosidasa de Aspergillus
niger sintetizan isomaltooligosacdridos mediante un mecanismo de
transglicosilacion, utilizando como sustrato donador maltosa y como
sustratos aceptores maltosa o glucosa, para generar especificamente
panosa o isomaltosa, respectivamente. La panosa sintetizada es a su vez
sustrato de la enzima lo que hace que su produccién alcance un maximo
en el tiempo para después degradarse. El perfil de productos obtenidos
se puede modificar en funcidn de si la cepa de levadura se encuentra
metabdlicamente activa o no, del tiempo de incubacién y de los ratios
de maltosa a glucosa utilizados. Ademas, el enzima puede utilizar
aceptores alternativos como sorbitol, celobiosa, galactosa, xilosa y
fructosa, abriendo la posibilidad de generar una amplia variedad de

productos de transglicosilacion.

147






8 BIBLIOGRAFIA






BIBLIOGRAFIA

Aachary, A. A., Prapulla, S. G., 2011. Xylooligosaccharides (XOS) as an emerging
prebiotic: microbial synthesis, utilization, structural characterization,
bioactive properties, and applications. Comprehensive Reviews in Food

Science and Food Safety, 10:2-16.

Abdel-Naby, M. A., Osman, M. Y., Abdel-Fattah, A. F., 1999. Purification and
properties of three cellobiases from Aspergillus niger A20. Appl.
Biochem. Biotechnol., 76:33-44.

Abramson, J., Smirnova, |., Kasho, V., Verner, G., Kaback, H. R., Iwata, S., 2003.
Structure and mechanism of the lactose permease of Escherichia coli.

Science, 301:610-615.

Adam, A. C., Rubio-Texeira, M., Polaina, J., 2004. Lactose: The milk sugar from a

biotechnological perspective. Crit. Rev. Food Sci. Nutr., 44:553-557.

Aga, H., Higashiyama, T., Watanabe, H., Sonoda, T., Nishimoto, T., Kubota, M.,
Fukuda, S., Kurimoto, M., Tsujisaka, Y., 2002. Production of cyclic
tetrasaccharide from starch using a novel enzyme system from Bacillus

globisporus C11. J. Biosci. Bioeng., 94:336—-342.

Albermann, C., Piepersberg, W., Wehmeier, U. F., 2001. Synthesis of the milk
oligosaccharide 2'-fucosyllactose using recombinant bacterial enzymes.

Carbohydr. Res., 334:97-103.

Alizadeh, A., Akbari, P., Difilippo, E., Schols, H. A., Ulfman, L. H., Schoterman, M.
H. C., Garssen, J., Fink-Gremmels, J., Braber, S., 2016. The piglet as a
model for studying dietary components in infant diets: effects of
galacto-oligosaccharides on intestinal functions. Br. J. Nutr., 115:605—

618.

151



BIBLIOGRAFIA

Alvira, P., Tomdas-Pejo, E., Ballesteros, M., Negro, M. J., 2010. Pretreatment
technologies for an efficient bioethanol production process based on

enzymatic hydrolysis: A review. Bioresour. Technol., 101:4851-4861.

Artzi, L., Bayer, E.A., Morais, S., 2017. Cellulosomes: bacterial nanomachines for

dismantling plant polysaccharides. Nat. Rev. Microbiol., 15:83-95.

Babbar, N., Dejonghe, W., Sforza, S., Elst, K., 2017. Enzymatic pectic
oligosaccharides (POS) production from sugar beet pulp using response

surface methodology. J. Food Sci. Technol., 54:3707-3715.

Bae, YH., Kang, KH., Jin, YS., Seo, JH., 2014. Molecular cloning and expression of
fungal cellobiose transporters and B-glucosidases conferring efficient
cellobiose fermentation in Saccharomyces cerevisiae. J. Biotechnol.,

169:34-41.

Bai, Y., van der Kaaij, R. M., Leemhuis, H., Pijning, T., van Leeuwen, S. S., lin, Z.,
Dijkhuizen, L., 2015. Biochemical characterization of the Lactobacillus
reuteri glycoside hydrolase family 70 GTFB type of 4,6-a-
glucanotransferase enzymes that synthesize soluble dietary starch

fibers. Appl. Environ. Microbiol., 81:7223-7232.

Bai, Y., Gangoiti, J., Dijkstra, B. W., Dijkhuizen, L., Pijning, T., 2017. Crystal
structure of 4,6-a-glucanotransferase supports diet-driven evolution of

GH70 enzymes from a-amylases in oral bacteria. Structure, 25:231-242.

Baik, S. H., 2010. Synthesis of raffinose by fungal a-galacotosidase from Absidia
corymbifera. Food Sci. Biotechnol., 19:83—-87.

Bali, V., Panesar, P. S., Bera, M. B., Panesar, R., 2015. Fructo-oligosaccharides:
production, purification and potential applications. Crit. Rev. Food Sci.

Nutr., 55:1475-1490.

152



BIBLIOGRAFIA

Barrios-Gonzdlez, J.,, 2012. Solid-state fermentation: physiology of solid
medium, its molecular basis and applications. Process Biochemistry,

47:175-185.

Basu, A.,, Mutturi, S.,, Prapulla, S.G., 2016. Production of
isomaltooligosaccharides (IMO) using simultaneous saccharification and
transglucosylation from starch and sustainable sources. Process

Biochemistry, 51:1464-1471.

Bertrand, E., Pierre, G., Delattre, C., Gardarin, C., Bridiau, N., Maugard, T.,
Strancar, A., Michaud, P., 2014. Dextranase immobilization on epoxy
CIM disk for the production of isomaltooligosaccharides from dextran.

Carbohydr. Polym., 111:707-713.

Bischof, R. H., Ramoni, J., Seiboth, B., 2016. Cellulases and beyond: the first 70
years of the enzyme producer Trichoderma reesei. Microb. Cell Fact.,

15:106.

Bode, L., 2012. Human milk oligosaccharides: Every baby needs a sugar mama.

Glycobiology, 22:1147-1162.

Bothast, R. J., Schlicher, M. A., 2005. Biotechnological processes for conversion

of corn into ethanol. Appl. Microbiol. Biotechnol., 67:19-25.

Bothe, M. K., Maathuis, A. J. H., Bellmann, S., van der Vossen, J. M. B. M,,
Berressem, D., Koehler, A., Schwejda-Guettes, S., Gaigg, B., Kuchinka-
Koch, A,, Stover, J. F., 2017. Dose-dependent prebiotic effect of lactulose
in a computer-controlled in vitro model of the human large intestine.

Nutrients, 9:767.

153



BIBLIOGRAFIA

Brena, B., Gonzalez-Pombo, P., Batista-Viera, F., 2013. Immobilization of
enzymes: a literature survey. In Methods Mol. Biol., Guisan, J. M., Ed,

Springer: New York, 15-31.

Cao, H,, Gao, G., Gu, Y., Zhang, J., Zhang, Y., 2014. Trp358 is a key residue for the
multiple catalytic activities of multifunctional amylase OPMA-N from

Bacillus sp. ZW2531-1. Appl. Microbiol. Biotechnol., 98:2101-2111.

Cao, L., Wang, Z., Ren, G., Kong, W.,, Li, L., Xie, W., Liu, Y., 2015. Engineering a
novel glucose-tolerant B-glucosidase as supplementation to enhance
the hydrolysis of sugarcane bagasse at high glucose concentration.

Biotechnol. Biofuels, 8:202.

Cardelle-Cobas, A., Corzo, N., Olano, A., Peldez, C., Requena, T., Avila, M., 2011.
Galactooligosaccharides derived from lactose and lactulose: Influence of
structure on Lactobacillus, Streptococcus and Bifidobacterium growth.

Int. J. Food Microbiol., 149:81-87.

Carle-Urioste, J. C., Escobar-Vera, J., EI-Gogary, S., Henrique-Silva, F., Torigoi, E.,
Crivellaro, O., Herrera-Estrella, A., EI-Dorry, H., 1997. Cellulase induction
in Trichoderma reesei by cellulose requires its own basal expression. J.

Biol. Chem., 272:10169-10174.

Charron, M. J,, Read, E., Haut, S. R., Michels, C. A., 1989. Molecular evolution of
the telomere-associated MAL loci of Saccharomyces. Genetics, 122:307—-

316.

Chen, M., Qin, Y., Liu, Z., Liu, K., Wang, F., Qu, Y., 2010a. Isolation and
characterization of a B-glucosidase from Penicillium decumbens and
improving hydrolysis of corncob residue by using it as cellulase

supplementation. Enzyme Microb. Technol., 46:444-449.,

154



BIBLIOGRAFIA

Chen, DL., Tong, X., Chen, SW., Chen, S., Wu, D., Fang, SG., Wu, J., Chen, J,,
2010b. Heterologous expression and biochemical characterization of a-
glucosidase from Aspergillus niger by Pichia pastoris. J. Agric. Food

Chem., 58:4819-4824.

Chiba, S., 1997. Molecular mechanism in a-glucosidase and glucoamylase.

Biosci. Biotech. Biochem., 6:1233-1239.

Chockchaisawasdee, S., Naiyatat, P., 2013. Production of
isomaltooligosaccharides from banana flour. J. Sci. Food. Agric., 93:180—

186.

Chomczynski, P., Sacchi, N., 1987. Single-step method of RNA isolation by acid
guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Analytical

Biochemistry, 162:156—159.

Chomvong, K., Kordié, V., Li, X., Bauer, S., Gillespie, A. E., Ha, SJ., Oh, E. J,,
Galazka, J. M., Jin, YS., Cate, J. H. D., 2014. Overcoming inefficient
cellobiose fermentation by cellobiose phosphorylase in the presence of

xylose. Biotechnol. Biofuels, 7:85.

Closa-Monasterolo, R., Ferré, N., Castillejo-DeVillasante, G., Luque, V., Gispert-
Llaurado, M., Zaragoza-Jordana, M., Theis, S., Escribano, J., 2017. The
use of inulin-type fructans improves stool consistency in constipated
children. A randomised clinical trial: pilot study. Int. J. Food Sci. Nutr.,

68:587-594.

Colabardini, A. C., Valkonen, M., Huuskonen, A., Siika-aho, M., Koivula, A.,
Goldman, G. H., Saloheimo, M., 2016. Expression of two novel B-

glucosidases from Chaetomium atrobrunneum in Trichoderma reesei

155



BIBLIOGRAFIA

and characterization of the heterologous protein products. Mol

Biotechnol., 58:821-831.

Dan, S., Marton, I., Dekel, M., Bravdo, B. A., He, S., Withers, S. G., Shoseyov, O.,
2000. Cloning, expression, characterization, and nucleophile
identification of family 3, Aspergillus niger B-glucosidase. J. Biol. Chem.,

275:4973-4980.

Dashtban, M., Qin, W., 2012. Overexpression of an exotic thermotolerant -
glucosidase in Trichoderma reesei and its significant increase in
cellulolytic activity and saccharification of barley straw. Microb. Cell

Fact., 11:63.

Datta, S., Christena, L. R., Rajaram, Y. R. S., 2013. Enzyme immobilization: an

overview on techniques and support materials. 3 Biotech., 3:1-9.

Davies, G., Henrissat, B., 1995. Structures and mechanisms of glycosyl

hydrolases. Current Biology Ltd., 3:853—859.

Davies, G. J., Wilson, K. S., Henrissat, B., 1997. Nomenclature for sugar-binding

subsites in glycosyl hydrolases. Biochem. J., 321:557-559.

Davison, S. A,, den Haan, R., van Zyl, W. H., 2016. Heterologous expression of
cellulase genes in natural Saccharomyces cerevisiae strains. Appl.

Microbiol. Biotechnol., 100:8241-8254.

de Giuseppe, P. 0., Souza, T. A. C. B, Souza, F. H. M., Zanphorlin, L. M., Machado,
C. B., Ward, R. J., Jorge, J. A,, Furriel, R. P. M., Murakami, M. T., 2014.
Structural basis for glucose tolerance in GH1 B-glucosidases. Acta Cryst.,

70:1631-1639.

Del Pozo, M. V., Fernandez-Arrojo, L., Gil-Martinez, J., Montesinos, A,

Chernikova, T. N., Nechitaylo, T. Y., Waliszek, A., Tortajada, M., Rojas, A.,

156



BIBLIOGRAFIA

Huws, S. A., Golyshina, O. V., Newbold, C. J., Polaina, J., Ferrer, M.,
Golyshin, P. N., 2012. Microbial B-glucosidases from cow rumen
metagenome enhance the saccharification of lignocellulose in
combination with commercial cellulase cocktail. Biotechnol. Biofuels,

5:73.

den Haan, R., van Rensburg, E., Rose, S. H., Gorgens, J. F., van Zyl, W. H., 2015.
Progress and challenges in the engineering of non-cellulolytic
microorganisms for consolidated bioprocessing. Curr. Opin. Biotechnol.,

33:32-38.

Diez-Municio, M., Herrero, M., Olano, A., Moreno, F. J., 2014. Synthesis of novel
bioactive lactose-derived oligosaccharides by microbial glycoside

hydrolases. Microb. Biotechnol., 7:315-331.

Dimarogona, M., Topakas, E., Christakopoulos, P., 2012. Cellulose degradation
by oxidative enzymes. Computational and Structural Biotecnology

Journal, 2:€201209015.

Donovan, S. M., Comstock, S. S., 2017. Human milk oligosaccharides influence

neonatal mucosal and systemic immunity. Ann. Nutr. Metab., 69:42-51.

dos Reis, T. F., de Lima, P. B. A., Parachin, N. S., Mingossi, F. B., de Castro Oliveira,
J. V., Ries, L. N. A, Goldman, G. H., 2016. lIdentification and
characterization of putative xylose and cellobiose transporters in

Aspergillus nidulans. Biotechnol. Biofuels, 9:204.

Druzhinina, I. S., Kubicek, C. P., 2017. Genetic engineering of Trichoderma reesei

cellulases and their production. Microb. Biotechnol. 10:1485-1499.

157



BIBLIOGRAFIA

Duan, KJ., Sheu, DC,, Lin, CT., 1995. Transglucosylation of a fungal a-glucosidase.
The enzyme properties and correlation of isomaltooligosaccharide

production. Ann. N. Y. Acad. Sci., 750:325—-328.

Duwe, A., Tippokotter, N., Ulber, R., 2017. Lignocellulose-biorefinery: ethanol-

focused. In Adv. Biochem. Eng. Biotechnol. Springer: Berlin, Heidelberg.

Erhardt, F. A., Rosenstock, P., Hellmuth, H., Jérdening, HJ., 2017. Development
of a multiphase reaction system for integrated synthesis of isomaltose
with a new glucosyltransferase variant. Biocatal. Biotransform., 28:72—

78.

Fang, Z., Fang, W.,, Liu, J., Hong, Y., Peng, H., Zhang, X., Sun, B., Xiao, Y., 2010.
Cloning and characterization of a B-glucosidase from marine microbial
metagenome with excellent glucose tolerance. J. Microbiol. Biotechnol.,

20:1351-1358.

Favaro, L., Cagnin, L., Basaglia, M., Pizzocchero, V., van Zyl, W. H., Casella, S.,
2017. Bioresource technology production of bioethanol from multiple

waste streams of rice milling. Bioresour. Technol., 244:151-159.

Fernandes, F. A. N., Rodrigues, S., 2007. Evaluation of enzymatic reactors for

large-scale panose production. Appl. Biochem. Biotechnol., 142:95-104.

Fernandez-Arrojo, L., Marin, D., Gdmez De Segura, A., Linde, D., Alcalde, M.,
Gutiérrez-Alonso, P., Ghazi, |, Plou, F. J., Ferndndez-Lobato, M.,
Ballesteros, A., 2007. Transformation of maltose into prebiotic
isomaltooligosaccharides by a novel a-glucosidase from

Xantophyllomyces dendrorhous. Process Biochemistry, 42:1530—-1536.

Ferrara, M. C., Cobucci-Ponzano, B., Carpentieri, A., Henrissat, B., Rossi, M.,

Amoresano, A., Moracci, M., 2014. The identification and molecular

158



BIBLIOGRAFIA

characterization of the first archaeal bifunctional exo-B-glucosidase/N-
acetyl-B-glucosaminidase demonstrate that family GH116 is made of
three functionally distinct subfamilies. Biochim. Biophys. Acta,

1840:367-377.

Fujita, Y., Takahashi, S., Ueda, M., Tanaka, A., Okada, H., Morikawa, Y.,

Fujita,

Kawaguchi, T., Arai, M., Fukuda, H., Kondo, A., 2002. Direct and efficient
production of ethanol from cellulosic material with a yeast strain

displaying cellulolytic enzymes. Appl. Environ. Microbiol., 26:668—673.

Y., Ito, J.,, Ueda, M., Fukuda, H., Kondo, A. 2004. Synergistic
saccharification, and direct fermentation to ethanol, of amorphous
cellulose by use of an engineered yeast strain codisplaying three types

of cellulolytic enzyme. Appl. Environ. Microbiol., 70:1207-1212.

Funane, K., Tokashiki, T., Gibu, S., Kawabata, Y., Oguma, T, Ito, H., Nakachi, M.,

Miyagi, S., Kobayashi, M., 2007a. Finding of cyclodextrans and attempts
of their industrialization for cariostatic oligosaccharides. J. Appl.

Glycosci., 54:103-107.

Funane, K., Terasawa, K., Mizuno, Y., Ono, H., Miyagi, T., Gibu, S., Tokashiki, T.,

Kawabata, Y., Kim, YM., Kimura, A. Kobayashi, M., 2007b. A novel cyclic
isomaltooligosaccharide (cycloisomaltodecaose, Cl-10) produced by
Bacillus circulans T-3040 displays remarkable inclusion ability compared

with cyclodextrins. J. Biotechnol., 130:188-192.

Funane, K., Terasawa, K., Mizuno, Y., Ono, H., Gibu, S., Tokashiki, T., Kawabata,

Y., Kim, YM., Kimura, A., Kobayashi, M., 2008. Isolation of Bacillus and
Paenibacillus bacterial strains that produce large molecules of cyclic

isomaltooligosaccharides. Biosci. Biotechnol. Biochem., 72:3277-3280.

159



BIBLIOGRAFIA

Galazka, J. M., Tian, C., Beeson, W. T., Martinez, B., Glass, N. L., Cate, J. H. D.,
2010. Cellodextrin transport in yeast for improved biofuel production.

Science, 330:84-86.

Galian, C., Bjorkholm, P., Bulleid, N., von Heijne, G., 2012. Efficient
glycosylphosphatidylinositol (GPl) modification of membrane proteins
requires a C-terminal anchoring signal of marginal hydrophobicity. J.

Biol. Chem., 287:16399-164009.

Gangoiti, J., van Leeuwen, S. S., Gerwig, G. J., Duboux, S., Vafiadi, C., Pijning, T.,
Dijkhuizen, L., 2017. 4,3-a-Glucanotransferase, a novel reaction
specificity in glycoside hydrolase family 70 and clan GH-H. Sci. Rep.,
7:39761.

Gao, J., Qian, Y., Wang, Y., Qu, Y., Zhong, Y., 2017. Production of the versatile
cellulase for cellulose bioconversion and cellulase inducer synthesis by
genetic improvement of Trichoderma reesei. Biotechnol. Biofuels,

10:272.

Ghazarian, H., Idoni, B., Oppenheimer, S. B., 2011. A glycobiology review:
carbohydrates, lectins, and implications in cancer therapeutics. Acta

Histochem., 113:236-247.

Gietz, R. D., Sugino, A., 1988. New vyeast-Escherichia coli shuttle vectors
constructed with in vitro mutagenized yeast genes lacking six-base pair

restriction sites. Gene, 14:527-534.

Gietz, R. D., Woods, R. A, 2002. Transformation of yeast by lithium
acetate/single-stranded carrier DNA/polyethylene glycol method.
Methods Enzymol., 350:87-96.

160



BIBLIOGRAFIA

Gilkes, N. R., Kilburn, D. G., Miller, R. C., Warren, R. A. J., 1991. Bacterial

Cellulases. Bioresour. Technol., 36:21-35.

Goffin, D., Delzenne, N., Blecker, C., Hanon, E., Deroanne, C., Paquot, M., 2011.
Will isomalto-oligosaccharides, a well-established functional food in
Asia, break through the european and american market? The status of

knowledge on these prebiotics. Crit. Rev. Food Sci. Nutr., 51:394—-409.
Goldemberg, J., 2008. The Brazilian biofuels industry. Biotechnol. Biofuels, 1:6.

Gonzalez-Candelas, L., Ramén, D., Polaina, J., 1990. Sequences and homology
analysis of two genes encoding B-glucosidases from Bacillus polymyxa.

Gene, 95:31-38.

Gozu, Y., Ishizaki, Y., Hosoyama, Y., Miyazaki, T., Nishikawa, A., Tonozuka, T.,
2016. A glycoside hydrolase family 31 dextranase with high
transglucosylation activity from Flavobacterium johnsoniae. Biosci.

Biotechnol. Biochem., 80:1562—-1567.

Grabarics, M., Cserndk, O., Balogh, R., Béni, S., 2017. Analytical characterization
of human milk oligosaccharides — potential applications in

pharmaceutical analysis. J. Pharm. Biomed. Anal., 146:168-178.
Graham-Rowe, D., 2011. Agriculture: Beyond food versus fuel. Nature, 474.

Gruno, M., Viljamae, P., Pettersson, G., Johansson, G., 2004. Inhibition of the
Trichoderma reesei cellulases by cellobiose is strongly dependent on the

nature of the substrate. Biotechnol. Bioeng., 86:503—-511.

Guerfali, M., Saidi, A., Gargouri, A., Belghith, H., 2015. Enhanced enzymatic
hydrolysis of waste paper for ethanol production using separate
saccharification and fermentation. Appl. Biochem. Biotechnol., 175:25—

42.

161



BIBLIOGRAFIA

Guerrero, C., Vera, C., Acevedo, F., lllanes, A., 2015. Simultaneous synthesis of
mixtures of lactulose and galacto-oligosaccharides and their selective

fermentation. J. Biotechnol., 209:31-40.

Guo, B., Sato, N., Biely, P., Amano, Y., Nozaki, K., 2016a. Comparison of catalytic
properties of multiple B-glucosidases of Trichoderma reesei. Appl.

Microbiol. Biotechnol., 100:4959-4968.

Guo, B., Amano, Y., Nozaki, K., 2016b. Improvements in glucose sensitivity and
stability of Trichoderma reesei PB-glucosidase using site-directed

mutagenesis. PLoS ONE, 11:e0147301.

Guo, Y., Yan, Q., Yang, Y., Yang, S., Liu, Y., Jiang, Z., 2015. Expression and
characterization of a novel B-glucosidase, with transglycosylation and
exo-B-1,3-glucanase activities, from Rhizomucor miehei. Food Chem.,

175:431-438.

Gupta, V. K., Steindorff, A. S., de Paula, R. G,, Silva-Rocha, R., Mach-Aigner, A. R.,
Mach, R. L., Silva, R. N., 2016. The post-genomic era of Trichoderma
reesei: What’s Next? Trends Biotechnol., 34:970-982.

Gurgu, L., Lafraya, A., Polaina, J., Marin-Navarro, J., 2011. Fermentation of
cellobiose to ethanol by industrial Saccharomyces strains carrying the -
glucosidase gene (BGL1) from Saccharomycopsis fibuligera. Bioresour.

Technol., 102:5229-5236.

Gutiérrez-Alonso, P., Gimeno-Pérez, M., Ramirez-Escudero, M., Plou, F. J., Sanz-
Aparicio, J., Fernandez-Lobato, M., 2016. Molecular characterization
and heterologous expression of a Xanthophyllomyces dendrorhous a-
glucosidase with potential for prebiotics production. Appl. Microbiol.

Biotechnol., 100:3125-3135.

162



BIBLIOGRAFIA

Ha, SJ., Galazka, J. M., Oh, E. J., Kordi¢, V., Kim, H., Jin, YS., Cate, J. H. D., 2013a.
Energetic benefits and rapid cellobiose fermentation by Saccharomyces
cerevisiae expressing cellobiose phosphorylase and mutant cellodextrin

transporters. Metab. Eng., 15:134-143.

Ha, SJ., Galazka, J. M., Kim, S. R., Choi, JH., Yang, X., Seo, JH., Glass, N. L., Cate, J.
H. D., Jin, YS., 2011. Engineered Saccharomyces cerevisiae capable of
simultaneous cellobiose and xylose fermentation. Proc. Natl. Acad. Sci.

USA., 108:504-509.

Ha, SJ., Kim, H,, Lin, Y., Jang, M. U., Galazka, J. M., Kim, TJ., Cate, J. H. D., Jin, YS.,
2013b. Single amino acid substitutions in HXT2.4 from Scheffersomyces
stipitis lead to improved cellobiose fermentation by engineered

Saccharomyces cerevisiae. Appl. Environ. Microbiol., 79:1500-1507.

Han-Woo, K., Ishikawa, K., 2010. Complete saccharification of cellulose at high
temperature using endocellulase and B -glucosidase from Pyrococcus sp.

J. Microbiol. Biotechnol., 20:889-892.

Hasunuma, T., Okazaki, F., Okai, N., Hara, K. Y., Ishii, J., Kondo, A., 2013. A review
of enzymes and microbes for lignocellulosic biorefinery and the
possibility of their application to consolidated bioprocessing technology.

Bioresour. Technol., 135:513-522.

Hasunuma, T., Kondo, A., 2012. Development of yeast cell factories for
consolidated bioprocessing of lighocellulose to bioethanol through cell

surface engineering. Biotechnol. Adv., 30:1207-1218.

Hendriks, A. T. W. M., Zeeman, G., 2009. Pretreatments to enhance the

digestibility of lignocellulosic biomass. Bioresour. Technol., 100:10-18.

163



BIBLIOGRAFIA

Henrissat, B., 1991. A classification of glycosyl hydrolases based sequence

similarities amino acid. Biochem. J., 280:309-316.

Hernandez-Hernandez, O., Marin-Manzano, M. C., Rubio, L. A., Moreno, F. J.,
Sanz, M. L., Clemente, A., 2012. Monomer and linkage type of galacto-
oligosaccharides affect their resistance to ileal digestion and prebiotic

properties in rats. J. Nutr., 142:1232-1239.

Herpoél-Gimbert, I., Margeot, A., Dolla, A, Jan, G., Molle, D., Lignon, S., Mathis,
H., Sigoillot, JC., Monot, F., Asther, M., 2008. Comparative secretome
analyses of two Trichoderma reesei RUT-C30 and CL847 hypersecretory

strains. Biotechnol. Biofuels, 1:18.

Ho, A. L., Kosik, O., Lovegrove, A., Charalampopoulos, D., Rastall, R. A., 2018. In
vitro fermentability of xylo-oligosaccharide and xylo-polysaccharide
fractions with different molecular weights by human faecal bacteria.

Carbohydr. Polym., 179:50-58.

Hofman, D. L., van Buul, V. J.,, Brouns, F. J. P. H., 2016. Nutrition, health, and
regulatory aspects of digestible maltodextrins. Crit. Rev. Food Sci. Nutr.,

56:2091-2100.

Holtzapple, M. T., 2003. Hemicelluloses. Encyclopedia of Food Sciences and
Nutrition, 207-214.

Hong, K. B., Kim, J. H., Kwon, H. K., Han, S. H., Park, Y., Suh, H. J., 2016. Evaluation
of prebiotic effects of high-purity galactooligosaccharides in vitro and in

vivo. Food Technol. Biotechnol., 54:156—-163.

Hou, J., Qiu, C., Shen, Y., Li, H., Bao, X., 2017. Engineering of Saccharomyces
cerevisiae for the efficient co-utilization of glucose and xylose. FEMS

Yeast Res., 17:4.

164



BIBLIOGRAFIA

Hu, ML., Zha, J., He, LW,, Lv, YJ., Shen, MH., Zhong, C,, Li, BZ., Yuan, YJ., 2016.
Enhanced bioconversion of cellobiose by industrial Saccharomyces

cerevisiae used for cellulose utilization. Front. Microbiol., 7:241.

Hu, Y., Winter, V., Chen, X. Y., Gédnzle, M. G., 2017. Effect of acceptor
carbohydrates on oligosaccharide and polysaccharide synthesis by

dextransucrase DsrM from Weissella cibaria. Food Res. Int., 99:603-611.

Hu, Y., Ketabi, A., Buchko, A., Génzle, M. G., 2013. Metabolism of isomalto-
oligosaccharides by Lactobacillus reuteri and bifidobacteria. Lett. Appl.

Microbiol., 57:108-114.

lancu, C. V., Zamoon, J., Woo, S. B., Aleshin, A., Choe, Jy., 2013. Crystal structure
of a glucose/H + symporter and its mechanism of action. Proc. Natl.

Acad. Sci. US A., 110:17862-17867.

Idris, A. S. O., Pandey, A., Rao, S.S., Sukumaran, R. K., 2017. Cellulase production
through solid-state tray fermentation, and its use for bioethanol from

sorghum stover. Bioresour. Technol., 242:265-271.

Inokuma, K., Yoshida, T., Ishii, J., Hasunuma, T., Kondo, A., 2015. Efficient co-
displaying and artificial ratio control of a-amylase and glucoamylase on
the yeast cell surface by using combinations of different anchoring

domains. Appl. Microbiol. Biotechnol., 99:1655-1663.

Inokuma, K., Hasunuma, T., Kondo, A., 2014. Efficient yeast cell-surface display
of exo- and endo-cellulase using the SED1 anchoring region and its

original promoter. Biotechnol. Biofuels, 7:8.

Isorna, P., Polaina, J., Latorre-Garcia, L., Cafiada, F. J.,, Gonzalez, B., Sanz-
Aparicio, J., 2007. Crystal Structures of Paenibacillus polymyxa B-

Glucosidase B complexes reveal the molecular basis of substrate

165



BIBLIOGRAFIA

specificity and give new insights into the catalytic machinery of Family |

glycosidases. J. Mol. Biol., 371:1204-1218.

Ivanova, C., Baath, J. A., Seiboth, B., Kubicek, C. P., 2013. Systems analysis of
lactose metabolism in Trichoderma reesei identifies a lactose permease

that is essential for cellulase induction. PLoS ONE, 8:€62631.

Jalak, J., KuraSin, M., Teugjas, H., Véljamdae, P., 2012. Endo-exo synergism in

cellulose hydrolysis revisited. J. Biol. Chem., 287:28802—-28815.

Janecek, S., Svensson, B., MacGregor, E. A., 2014. a-Amylase: An enzyme
specificity found in various families of glycoside hydrolases. Cell. Mol.

Life Sci., 71:1149-1170.

Jansen, M. L. A., Bracher, J. M., Papapetridis, I., Verhoeven, M. D., de Bruijn, H.,
de Waal, P. P., van Maris, A. J. A,, Klaassen, P., Pronk, J. T., 2017.
Saccharomyces cerevisiae strains for second-generation ethanol
production: from academic exploration to industrial implementation.

FEMS Yeast Res., 17:5.

Jansook, P., Ogawa, N., Loftsson, T., 2017. Cyclodextrins: structure,
physicochemical properties and pharmaceutical applications. Int. J.

Pharm., 535:272-284.

Jeon, E., Hyeon, J. E., Eun, L. S., Park, B. S., Kim, S. W., Lee, J., Han, S. O., 2009.
Cellulosic alcoholic fermentation using recombinant Saccharomyces
cerevisiae engineered for the production of Clostridium cellulovorans
endoglucanase and Saccharomycopsis fibuligera beta-glucosidase.

FEMS Microbiol. Lett., 301:130-136.

Jiang, Y., Fu, C.,, Wu, S., Liu, G., Guo, J.,, Su, Z., 2017. Determination of the

deacetylation degree of chitooligosaccharides. Marine Drugs, 15:332.

166



BIBLIOGRAFIA

Jojima, T., Omumasaba, C. A., Inui, M., Yukawa, H., 2010. Sugar transporters in
efficient utilization of mixed sugar substrates: Current knowledge and

outlook. Appl. Microbiol. Biotechnol., 85:471-480.

Jordan, D. B., Bowman, M. J., Braker, J. D., Dien, B. S., Hector, R. E., Lee, C. C.,
Mertens, J. A., Wagschal, K., 2012. Plant cell walls to ethanol. Biochem.
J., 442:241-252.

Jung, W. J.,, Park, R. D., 2014. Bioproduction of chitooligosaccharides: present
and perspectives. Marine Drugs, 12:5328-5356.

Karkehabadi, S., Helmich, K. E., Kaper, T., Hansson, H., Mikkelsen, N. E.,
Gudmundsson, M., Piens, K., Fujdala, M., Banerjee, G., Scott-Craig, J. S.,
Walton, J. D., Phillips, G. N., Sandgren, M., 2014. Biochemical
characterization and crystal structures of a fungal family 3 B-
glucosidase, Cel3A from Hypocrea jecorina. J. Biol. Chem., 289:31624—
31637.

Katahira, S., Mizuike, A., Fukuda, H., Kondo, A., 2006. Ethanol fermentation from
lignocellulosic  hydrolysate by a recombinant xylose- and
cellooligosaccharide-assimilating yeast strain. Appl. Microbiol.

Biotechnol., 72:1136-1143.

Katapodis, P. et al., 2003. Enzymic production of a feruloylated oligosaccharide
with antioxidant activity from wheat flour arabinoxylan. Eur. J. Nutr.,

42:55-60.

Katapodis, P., Christakopoulos, P., 2008. Enzymic production of feruloyl xylo-
oligosaccharides from corn cobs by a family 10 xylanase from

Thermoascus aurantiacus. LWT - Food Sci. Technol., 41:1239-1243.

167



BIBLIOGRAFIA

Kawaguchi, T., Enoki, T., Tsurumaki, S., Sumitani, Ji., Ueda, M., Ooi, T., Arai, M.,
1996. Cloning and sequencing of the cDNA encoding B-glucosidase 1
from Aspergillus aculeatus. Gene, 173:287-288.

Kawai, R., Yoshida, M., Tani, T., Igarashi, K., Ohira, T., Nagasawa, H., Samejima,
M., 2003. Production and characterization of recombinant
Phanerochaete chrysosporium f-glucosidase in the methylotrophic

yeast Pichia pastoris. Biosci. Biotechnol. Biochem., 67:1-7.

Ketabi, A., Dieleman, L. A., Ganzle, M. G., 2011. Influence of isomalto-
oligosaccharides on intestinal microbiota in rats. J. Appl. Microbiol.,

110:1297-1306.

Ketudat Cairns, J. R., Esen, A., 2010. 3-Glucosidases. Cell. Mol. Life Sci., 67:3389—
3405.

Khademi, S., Zhang, D., Swanson, S. M., Wartenberg, A., Witte, K., Meyer, E. F.,
2002. Determination of the structure of an endoglucanase from
Aspergillus niger and its mode of inhibition by palladium chloride. Acta

Cryst., 58:660—-667.

Kim, H., Lee, WH., Galazka, J. M., Cate, J. H. D., Jin, YS., 2014. Analysis of
cellodextrin transporters from Neurospora crassa in Saccharomyces
cerevisiae for cellobiose fermentation. Appl. Microbiol. Biotechnol.,

98:1087-1094.

Kim, HJ., Lee, SH., Go, HN., Ahn, JR., Kim, HJ., Hong, SJ., 2017. Effects of kestose
on gut mucosal immunity in an atopic dermatitis mouse model. J.

Dermatol. Sci. 1: 27-32.

Kinoshita, T., Fujita, M., 2016. Biosynthesis of GPl-anchored proteins: special
emphasis on GPI lipid remodeling. J. Lipid Res., 57:6-24.

168



BIBLIOGRAFIA

Kishino, E., Takemura, N., Masaki, H., Ito, T., Nakazawa, M., 2015. Dietary
lactosucrose suppresses influenza A (HIN1) virus infection in mice.

Biosci. Microbiota. Food Health, 34:67-76.

Klein-Marcuschamer, D., Oleskowicz-Popiel, P., Simmons, B. A., Blanch, H. W.,
2012. The challenge of enzyme cost in the production of lignocellulosic

biofuels. Biotechnol. Bioeng., 109:1083—-1087.

Kobayashi, I., Tokuda, M., Hashimoto, H., Konda, T., Nakano, H., Kitahata, S.,
2003. Purification and characterization of a new type of a-glucosidase
from Paecilomyces lilacinus that has transglucosylation activity to
produce a-1,3- and a-1,2-linked oligosaccharides. Biosci. Biotechnol.

Biochem., 67:29-35.

Kohmoto, T., Tsuji, K., Kaneko, T., Shiota, M., Fukui, F., Takaku, H., Nakagawa, Y.,
Ichikawa, T., Kohmoto, T., Tsuji, K., Kaneko, T., Shiota, M., Fukui, F.,
1992. Metabolism of 13C-isomaltooligosaccharides in healthy men.

Biosci. Biotech. Biochem., 56:937-940.

Kojima, M., Okamoto, K., Yanase, H., 2013. Direct ethanol production from
cellulosic materials by Zymobacter palmae carrying Cellulomonas
endoglucanase and Ruminococcus B-glucosidase genes. Appl. Microbiol.

Biotechnol., 97:5137-5147.

Koshland, D. E., 1953. Stereochemistry and the mechanism of enzymatic

reactions. Biological Reviews, 28:416—436.

Kotaka, A., Bando, H., Kaya, M., Kato-Murai, M., Kuroda, K., Sahara, H., Hata, Y.,
Kondo, A., Ueda, M., 2008. Direct ethanol production from barley B-
glucan by sake yeast displaying Aspergillus oryzae B-glucosidase and

endoglucanase. J. Biosci. Bioeng., 105:622—627.

169



BIBLIOGRAFIA

Kricka, W., Fitzpatrick, J., Bond, U., 2015. Challenges for the production of
bioethanol from biomass using recombinant yeasts. Adv. Appl

Microbiol., 92:89-125.

Krogh, K. B. R. M., Harris, P. V., Olsen, C. L., Johansen, K. S., Hojer-Pedersen, J.,
Borjesson, J., Olsson, L., 2010. Characterization and kinetic analysis of a
thermostable GH3 B-glucosidase from Penicillium brasilianum. Appl.

Microbiol. Biotechnol., 86:143-154.

Kumar, R., Wyman, C. E., 2009. Effect of enzyme supplementation at moderate
cellulase loadings on initial glucose and xylose release from corn stover
solids pretreated by leading technologies. Biotechnol. Bioeng., 102:457—
467.

Lafraya, A., Sanz-Aparicio, J., Polaina, J., Marin-Navarro, J., 2011. Fructo-
oligosaccharide synthesis by mutant versions of Saccharomyces

cerevisiae invertase. Appl. Environ. Microbiol., 77:6148-6157.

Larue, K., Melgar, M., Martin, V. J. J., 2016. Directed evolution of a fungal B-

glucosidase in Saccharomyces cerevisiae. Biotechnol. Biofuels, 9:52.

Latorre-Garcia, L., Del Castillo-Agudo, L., Polaina, J., 2007. Taxonomical
classification of yeasts isolated from kefir based on the sequence of their

ribosomal RNA genes. World J. Microbiol. Biotechnol., 23:785-791.

Leandro, M. J., Gongalves, P., Spencer-Martins, I., 2006. Two glucose/xylose
transporter genes from the yeast Candida intermedia: first molecular
characterization of a yeast xylose—H+ symporter. Biochem. J., 395:543—

549.

170



BIBLIOGRAFIA

Lee, DS., Lee, JM., Kim, SU., Chang, KT., Lee, SH., 2007. Ceftezole, a cephem
antibiotic, is an a-glucosidase inhibitor with in vivo anti-diabetic activity.

Int. J. Mol. Med., 20:379-383.

Lee, H. C., Kim, J. H., Kim, S. Y., Lee, J. K., 2008. Isomaltose production by
modification of the fructose-binding site on the basis of the predicted
structure of sucrose isomerase from “Protaminobacter rubrum.” Appl.

Environ. Microbiol., 74:5183-5194.

Lee, WH., Jin, YS., 2017. Evaluation of ethanol production activity by engineered
Saccharomyces cerevisiae fermenting cellobiose through the
phosphorolytic pathway in simultaneous saccharification and

fermentation of cellulose. J. Microbiol. Biotechnol., 27:1649-1656.

Lehmann, L., Rgnnest, N. P., Jérgensen, C. I, Olsson, L., Stocks, S. M., Jgrgensen,
H. S., Hobley, T., 2016. Linking hydrolysis performance to Trichoderma

reesei cellulolytic enzyme profile. Biotechnol. Bioeng., 113:1001-1010.

Lennartsson, P. R., Erlandsson, P., Taherzadeh, M. J., 2014. Integration of the
first and second generation bioethanol processes and the importance of

by-products. Bioresour. Technol., 165:3-8.

Li, D., Li, X., Dang, W., Tran, P. L., Park, SH., Oh, BC., Hong, WS,, Lee, IS., Park,
KH, 2013a. Characterization and application of an acidophilic and
thermostable B-glucosidase from Thermofilum pendens. J. Biosci.

Bioeng., 115:490-496.

Li, J., Liu, G., Chen, M., Li, Z., Qin, Y., Qu, Y., 2013b. Cellodextrin transporters play
important roles in cellulase induction in the cellulolytic fungus

Penicillium oxalicum. Appl. Microbiol. Biotechnol., 97:10479-10488.

171



BIBLIOGRAFIA

Li, S., Du, J., Sun, J., Galazka, J. M., Glass, N. L., Cate, J. H. D., Yang, X., Zhao, H.,
2010. Overcoming glucose repression in mixed sugar fermentation by
co-expressing a cellobiose transporter and a B-glucosidase in

Saccharomyces cerevisiae. Mol. BioSyst., 6:2129-2132.

Li, W., Yu, S., Zhang, T., Jiang, B., Stressler, T., Fischer, L., Mu, W., 2015. Efficient
biosynthesis of lactosucrose from sucrose and lactose by the purified
recombinant levansucrase from Leuconostoc mesenteroides B-512 FMC.

J. Agric. Food Chem., 63:9755-9763.

Li, Y., Liu, C., Bai, F., Zhao, X., 2016. Overproduction of cellulase by Trichoderma
reesei RUT C30 through batch-feeding of synthesized low-cost sugar
mixture. Bioresour. Technol., 216:503-510.

Li, YJ), Zhao, GY., Du, W. Zhang, TJ., 2009. Effect of dietary
isomaltooligosaccharides on nutrient digestibility and concentration of
glucose, insulin, cholesterol and triglycerides in serum of growing pigs.

Animal Feed Science and Technology, 151:312—-315.

Lian, J., Li, Y., HamediRad, M., Zhao, H., 2014. Directed evolution of a cellodextrin
transporter forimproved biofuel production under anaerobic conditions

in Saccharomyces cerevisiae. Biotechnol. Bioeng., 111:1521-1531.

Liao, G., Zhou, Z., Burgula, S., Liao, J., Yuan, C., Wu, Q., Guo, Z., 2015. Synthesis
and immunological studies of linear oligosaccharides of B-blucan as
antigens for antifungal vaccine development. Bioconjugate Chem.,

26:466—476.

Lin, CJ., Pan, CF., Ju, SY., Tzeng, HK., Chen, SW., Syu, JT., Wu, CJ., 2016.

Assessment of the pharmacokinetics, removal rate of hemodialysis, and

172



BIBLIOGRAFIA

safety of lactulose in hemodialysis patients. J. Food Drug Anal., 24:876—
880.

Lin, S., Pan, Y., Luo, L., Luo, L., 2011. Effects of dietary p-1,3-glucan, chitosan or
raffinose on the growth, innate immunity and resistance of koi (Cyprinus

carpio koi). Fish Shellfish Immunol., 31:788-794.

Linde, D., Rodriguez-Colinas, B., Estévez, M., Poveda, A., Plou, F. J., Fernandez
Lobato, M., 2012. Analysis of neofructooligosaccharides production
mediated by the extracellular B-fructofuranosidase from

Xanthophyllomyces dendrorhous. Bioresour. Technol., 109:123-130.

Liu, Y., Yoshida, M., Kurakata, Y., Miyazaki, T., Igarashi, K., Samejima, M., Fukuda,
K., Nishikawa, A., Tonozuka, T., 2010. Crystal structure of a glycoside
hydrolase family 6 enzyme, CcCel6C, a cellulase constitutively produced

by Coprinopsis cinerea. FEBS J., 277:1532—-1542.

Liu, Y. K., Chen, W. C,, Huang, Y. C,, Chang, Y. K., Chu, I. M., Tsai, S. L., Wei, Y. H.,
2017. Production of bioethanol from Napier grass via simultaneous
saccharification and co-fermentation in a modified bioreactor. J. Biosci.

Bioeng., 124:184-188.

Liu, Z., Ho, SH., Sasaki, K., den Haan, R., Inokuma, K., Ogino, C., van Zyl, W. H.,
Hasunuma, T., Kondo, A., 2016. Engineering of a novel cellulose-
adherent cellulolytic Saccharomyces cerevisiae for cellulosic biofuel

production. Sci. Rep., 6:24550.

Lombard, V., Ramulu, H. G., Drula, E., Coutinho, P. M., Henrissat, B., 2014. The
carbohydrate-active enzymes database (CAZy) in 2013. Nucleic Acids
Res., 42:490-495.

173



BIBLIOGRAFIA

Louis, P., Flint, H. J., Michel, C., 2016. How to manipulate the microbiota:
prebiotics. In Adv. Exp. Med. Biol. Schwiertz, A., Ed. Springer:
Switzerland, pp. 119-142.

Ma, L., Zhang, J., Zou, G., Wang, C., Zhou, Z., 2011. Enzyme and microbial
technology improvement of cellulase activity in Trichoderma reesei by
heterologous expression of a beta-glucosidase gene from Penicillium

decumbens. Enzyme Microb. Technol., 49:366-371.

Ma, M., Okuyama, M., Sato, M., Tagami, T., Klahan, P., Kumagai, Y., Mori, H.,
Kimura, A., 2017. Effects of mutation of Asn694 in Aspergillus niger a-
glucosidase on hydrolysis and transglucosylation. Appl. Microbiol.

Biotechnol., 101:6399-6408.

Madej, M. G., 2015. Comparative sequence-function analysis of the major
facilitator superfamily: The “mix-and-match” method. Methods

Enzymol., 557:521-549.

Madej, M. G., Sun, L., Yan, N., Kaback, H. R., 2014. Functional architecture of
MFS D-glucose transporters. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A., 111:E719—
E727.

Madsen, L. R. 2", Stanley, S., Swann, P., Oswald, J., 2017. A survey of
commercially available isomaltooligosaccharide-based food ingredients.

J. Food Sci., 82:401-408.

Magallanes-Cruz, P. A., Flores-Silva, P. C., Bello-Perez, L. A., 2017. Starch
structure influences its digestibility: a review. J. Food Sci., 82:2016—

2023.

Makeldinen, H., Hasselwander, O., Rautonen, N., Ouwehand, A. C., 2009.

Panose, a new prebiotic candidate. Lett. Appl. Microbiol., 49:666—672.

174



BIBLIOGRAFIA

Mal3a, S., Dvorakovd, H., Hrabal, R., Krdlova, B., 1999. Towards regioselective
synthesis of oligosaccharides by use of a-glucosidases with different

substrate specificity. Carbohydr. Res., 322:209-218.

Mangas-Sdnchez, J., Adlercreutz, P., 2015. Enzymatic preparation of
oligosaccharides by transglycosylation: A comparative study of

glucosidases. J. Mol. Catal. B: Enzym., 122:51-55.

Mano, M. C. R., Neri-Numa, I. A., da Silva, J. B., Paulino, B. N., Pessoa, M. G.,
Pastore, G. M., 2017. Oligosaccharide biotechnology: an approach of
prebiotic revolution on the industry. Appl. Microbiol. Biotechnol.,

102:17-37.

Maresch, C. C., Petry, S. F., Theis, S., Bosy-Westphal, A., Linn, T., 2017. Low
glycemic index prototype isomaltulose—update of clinical trials.

Nutrients, 9:381.

Marger, M. D., Saier, M. H., 1993. A major superfamily of transmembrane
facilitators that catalyse uniport, symport and antiport. Trends Biochem.

Sci., 18:13-20.

Marin-Navarro, J., Gurgu, L., Alamar, S., Polaina, J., 2011. Structural and
functional analysis of hybrid enzymes generated by domain shuffling
between Saccharomyces cerevisiae (var. diastaticus) Stal glucoamylase
and Saccharomycopsis fibuligera Bgll B-glucosidase. Appl. Microbiol.
Biotechnol., 89:121-130.

Marin-Navarro, J., Roupain, N., Talens-Perales, D., Polaina, J., 2015a.
Identification and structural analysis of amino acid substitutions that
increase the stability and activity of Aspergillus niger glucose oxidase.

PLoS ONE, 10:e0144289.

175



BIBLIOGRAFIA

Marin-Navarro, J., Talens-Perales, D., Oude-Vrielink, A., Cafiada, F. J., Polaina, J.,
2014. Immobilization of thermostable B-galactosidase on epoxy support
and its use for lactose hydrolysis and galactooligosaccharides

biosynthesis. World J. Microbiol. Biotechnol., 30:989—-998.

Marin-Navarro, J., Talens-Perales, D., Polaina, J., 2015b. One-pot production of
fructooligosaccharides by a Saccharomyces cerevisiae strain expressing

an engineered invertase. Appl. Microbiol. Biotechnol., 99:2549-2555.

Martinez-Villaluenga, C., Gdmez, R., 2007. Characterization of bifidobacteria as
starters in fermented milk containing raffinose family of
oligosaccharides from lupin as prebiotic. International Dairy Journal,

17:116-122.

Martinov, J., Krsti¢, M., Spasi¢, S., Miletié, S., Stefanovié-Koji¢, J., Nikoli¢-Kokic,
A., Blagojevi¢, D., Spasojevi¢, ., Spasi¢, M. B., 2017. Apple pectin-derived
oligosaccharides produce carbon dioxide radical anion in Fenton
reaction and prevent growth of Escherichia coli and Staphylococcus

aureus. Food Res. Int., 100:132-136.

Matano, Y., Hasunuma, T., Kondo, A., 2012. Display of cellulases on the cell
surface of Saccharomyces cerevisiae for high yield ethanol production
from high-solid lignocellulosic biomass. Bioresour. Technol., 108:128—

133.

Mccarter, J. D., Withers, S. G., 1994. Mechanisms of enzymatic glycoside
hydrolysis. Current Biology Ltd., 4:885—892.

Meleiro, L. P., Salgado, J. C. S., Maldonado, R. F., Alponti, J. S., Zimbardi, A. L. R.
L., Jorge, J. A, Ward, R. J., Furriel, R. P. M., 2015. A Neurospora crassa [3-

glucosidase with potential for lignocellulose hydrolysis shows strong

176



BIBLIOGRAFIA

glucose tolerance and stimulation by glucose and xylose. J. Mol. Catal.

B: Enzym., 122:131-140.

Mélida, H., Sopeia-Torres, S., Bacete, L., Garrido-Arandia, M., Jord3, L., Lépez,
G., Muiioz, A., Pacios, L. F., Molina, A., 2017. Non-branched B-1,3-glucan
oligosaccharides trigger immune responses in Arabidopsis. Plant J.,

93:34-49.

Mendes, N. F., Mariotti, F. F. N., de Andrade, J. S., de Barros Viana, M., Céspedes,
I. C., Nagaoka, M. R., Le Sueur-Maluf, L., 2017. Lactulose decreases
neuronal activation and attenuates motor behavioral deficits in

hyperammonemic rats. Metabolic Brain Disease, 32:2073—-2083.

Merino-Aguilar, H., Arrieta-Baez, D., Jiménez-Estrada, M., Magos-Guerrero, G.,
Hernandez-Bautista, R. J., Susunaga-Notario, A. C., Almanza-Pérez, J. C,,
Blancas-Flores, G., Romdn-Ramos, R., Alarcén-Aguilar, F. J., 2014. Effect
of fructooligosaccharides fraction from Psacalium decompositum on
inflammation and dyslipidemia in rats with fructose-induced obesity.

Nutrients, 6:591-604.

Merril, C. R., Goldman, D., Sedman, S. A., Ebert, M. H., 1981. Ultrasensitive stain
for proteins in polyacrylamide gels shows regional variation in

cerebrospinal fluid proteins. Science, 211:1437-1438.

Mima, K., Ogino, S., Nakagawa, S., Sawayama, H., Kinoshita, K., Krashima, R.,
Ishimoto, T., Imai, K., lwatsuki, M., Hashimoto, D., Baba, Y., Sakamoto,
Y., Yamashita, Yi., Yoshida, N., Chikamoto, A., Ishiko, T., Baba, H., 2017.
The role of intestinal bacteria in the development and progression of

gastrointestinal tract neoplasms. Surg. Oncol., 26:368-376.

177



BIBLIOGRAFIA

Moller, M. S., Fredslund, F., Majumder, A., Nakai, H., Poulsen, J. C. N., Leggio, L.

L., Svensson, B., Hachem, M. A., 2012. Enzymology and structure of the
GH13_31 glucan 1,6-a-glucosidase that confers isomaltooligosaccharide
utilization in the probiotic Lactobacillus acidophilus NCFM. J. Bacteriol.,

194:4249-4259.

Mu, W., Chen, Q., Wang, X., Zhang, T., Jiang, B., 2013. Current studies on

physiological functions and biological production of lactosucrose. Appl.

Microbiol. Biotechnol., 97:7073-7080.

Mukai, K., Watanabe, H., Oku, K., Nishimoto, T., Kubota, M., Chaen, H., Fukuda,

S., Kurimoto, M., 2005. An enzymatically produced novel cyclic
tetrasaccharide, cyclo-{->6)-a-D-Glcp-(1->4)-a-D-Glcp-(1->6)-a-D-Glcp-
(1>4 )-a-D-Glcp-(1->} (cyclic maltosyl-(1->6)-maltose), from starch.
Carbohydr. Res., 340:1469-1474.

Mukai, K., Watanabe, H., Kubota, M., Chaen, H., Fukuda, S., 2006. Purification,

characterization, and gene cloning of a novel maltosyltransferase from
an Arthrobacter globiformis strain that produces an alternating a-1,4-
and a-1,6-cyclic tetrasaccharide from starch. Appl. Environ. Microbiol.,

72:1065-1071.

Mumberg, D., Miiller, R., Funk, M., 1995. Yeast vectors for the controlled

expression of heterologous proteins in different genetic backgrounds.

Gene, 156:119-122.

Na, S., Park, M., Jo, I, Cha, J., Ha, NC., 2017. Structural basis for the

178

transglycosylase activity of a GH57-type glycogen branching enzyme
from Pyrococcus horikoshii. Biochem. Biophys. Res. Commun., 484:850—

856.



BIBLIOGRAFIA

Nakamura, N., Yamada, R., Katahira, S., Tanaka, T., Fukuda, H., Kondo, A., 2008.
Effective xylose/cellobiose co-fermentation and ethanol production by
xylose-assimilating S. cerevisiae via expression of B-glucosidase on its

cell surface. Enzyme Microb. Technol., 43:233-236.

Naumov, G. I.,, Naumova, E. S., Michels, C. A., 1994. Genetic variation of the
repeated MAL loci in natural populations of Saccharomyces cerevisiae

and Saccharomyces paradoxus. Genetics, 136:803—812.

Ni, J., Tokuda, G., Takehara, M., Watanabe, H., 2007. Heterologous expression
and enzymatic characterization of B-glucosidase from the drywood-
eating termite, Neotermes koshunensis. Appl. Entomol. Zool., 42:457—

463.

Nieves, R. A., Ehrman, C. |, Adney, W. S., Elander, R. T., Himmel, M. E., 1998.
Technical communication: survey and analysis of commercial cellulase
preparation suitable for biomass conversion to ethanol. World J.

Microbiol. Biotechnol., 14:301-304.

Niittynen, L., Kajander, K., Korpela, R., 2007. Galacto-oligosaccharides and bowel

function. Scandinavian Journal of Food and Nutrition, 51:62—-66.

Nishimoto, T., Aga, H., Mukai, K., Hashimoto, T., Watanabe, H., Kubota, M.,
Fukuda, S., Kurimoto, M., Tsujisaka, Y., 2002. Purification and
characterization of glucosyltransferase and glucanotransferase involved
in the production of cyclic tetrasaccharide in Bacillus globisporus C11.

Biosci. Biotechnol. Biochem., 66:1806—1818.

Njokweni, A. P., Rose, S. H., van Zyl, W. H., 2012. Fungal B-glucosidase expression
in Saccharomyces cerevisiae. J. Ind. Microbiol. Biotechnol., 39:1445—

1452,

179



BIBLIOGRAFIA

Nordberg, H., Cantor, M., Dusheyko, S., Hua, S., Poliakov, A., Shabalov, I.,
Smirnova, T., Grigoriev, |. V., Dubchak, I., 2014. The genome portal of the
Department of Energy Joint Genome Institute: 2014 updates. Nucleic Acids

Res., 42:26-31.

Nowvy, V., Longus, K., Nidetzky, B., 2015. From wheat straw to bioethanol:
integrative analysis of a separate hydrolysis and co-fermentation
process with implemented enzyme production. Biotechnol. Biofuels,

8:46.

Oguma, T., Tobe, K., Kobayashi, M., 1994. Purification and properties of a novel
enzyme from Bacillus spp. T-3040, which catalyzes the conversion of

dextran to cyclic isomaltooligosaccharides. FEBS Lett., 345:135-138.

Olson, D. G., McBride, J. E., Shaw, A. J., Lynd, L. R., 2012. Recent progress in

consolidated bioprocessing. Curr. Opin. Biotechnol., 23:396—405.

Ortowski, A., Rég, T., Paavilainen, S., Manna, M., Heiskanen, I., Backfolk, K.,
Timonen, J., Vattulainen, I., 2015. How endoglucanase enzymes act on
cellulose nanofibrils: role of amorphous regions revealed by atomistic

simulations. Cellulose, 22:2911-2925.

Painbeni, E., Valles, S., Polaina, J., Flors, A., 1992. Purification and
characterization of a Bacillus polymyxa B-glucosidase expressed in

Escherichia coli. J. Bacteriol., 174:3087-3091.

Pan, S., Ding, N., Ren, J., Gu, Z,, Li, C., Hong, Y., Cheng, L., Holler, T. P., Li, Z., 2017.
Maltooligosaccharide-forming amylase: Characteristics, preparation,

and application. Biotechnol. Adv., 35:619-632.

180



BIBLIOGRAFIA

Pan, YC., Lee, WC., 2005. Production of high-purity isomalto-oligosaccharides
syrup by the enzymatic conversion of transglucosidase and

fermentation of yeast cells. Biotechnol. Bioeng., 89:797-804.

Pao, S. S., Paulsen, I. T., Saier, M. H., 1998. Major facilitator superfamily.
Microbiol. Mol. Biol. Rev., 62:1-34.

Parisutham, V., Kim, T. H., Lee, S. K., 2014. Feasibilities of consolidated
bioprocessing microbes: From pretreatment to biofuel production.

Bioresour. Technol., 161:431-440.

Paulova, L., Patakova, P., Branska, B., Rychtera, M., Melzoch, K., 2015.
Lignocellulosic ethanol: technology design and its impact on process

efficiency. Biotechnol. Adv., 33:1091-1107.

Pérez, S., Bertoft, E., 2010. The molecular structures of starch components and
their contribution to the architecture of starch granules: A

comprehensive review. Starch, 62:389-420.

Polaina, J., Adam, A. C., 1991. A fast procedure for yeast DNA purification.
Nucleic Acids Res., 19:5443.

Porciuncula, J. O., Furukawa, T., Shida, Y., Mori, K., Kuhara, S., Morikawa, Y.,
Ogasawara, W., 2013. Identification of major facilitator transporters
involved in cellulase production during lactose culture of Trichoderma

reesei PC-3-7. Biosci. Biotechnol. Biochem., 77:1014-1022.

Portalatin, M., Winstead, N., 2012. Medical management of constipation. Clin.

Colon Rectal Surg., 25:12-19.

Porter, N. T., Martens, E. C., 2017. The critical roles of polysaccharides in gut

microbial ecology and physiology. Annu. Rev. Microbiol., 71:349-369.

181



BIBLIOGRAFIA

Pranckute, R., Kaunietis, A., Kuisiene, N., Citavicius, D., 2014. Development of
synbiotics with inulin, palatinose, a-cyclodextrin and probiotic bacteria.

Pol. J. Microbiol., 63:33—41.

Prestegard, J. H., Liu, J,, Widmalm, G., 2017. Oligosaccharides and
Polysaccharides. In  Essentials of Glycobiology. Consortium of

Glycobiology, Ed. Cold Spring Harbor: NY, pp. 31-40.

Rajput, K. N., Patel, K. C., Trivedi, U. B., 2016. B-cyclodextrin production by
cyclodextrin glucanotransferase from an alkaliphile Microbacterium
terrae KNR 9 using different starch substrates. Biotechnol. Res. Int.,

2034359.

Raman, R., Raguram, S., Venkataraman, G., Paulson, J. C., Sasisekharan, R., 2005.
Glycomics: An integrated systems approach to structure-function

relationships of glycans. Nat. Methods, 2:817—-824.

Ramirez-Escudero, M., Del Pozo, M. V., Marin-Navarro, J., Gonzalez, B., Golyshin,
P. N., Polaina, J. Ferrer, M., Sanz-Aparicio, J., 2016. Structural and
functional characterization of a ruminal B-glycosidase defines a novel
subfamily of glycoside hydrolase family 3 with permuted domain

topology. J. Biol. Chem., 291:24200-24214.

Rana, V., Eckard, A. D., Ahring, B. K., 2014. Comparison of SHF and SSF of wet
exploded corn stover and loblolly pine using in-house enzymes
produced from T. reesei RUT C30 and A. saccharolyticus. Springerplus,

3:516.

Reddy, S. V., More, S. S., Annappa, G. S., 2017. Purification and properties of
beta-cyclomaltodextrin glucanotransferase from Bacillus flexus SV 1. J.

Basic Microbiol., 57:974-981.

182



BIBLIOGRAFIA

Ren, JL., Sun, RC., 2010. Hemicelluloses. In Cereal straw as a resource for

sustainable biomaterials and biofuels. Sun, R., Ed. Elsevier, pp. 131-167.

Ries, L., Pullan, S. T., Delmas, S., Malla, S., Blythe, M. J., Archer, D. B., 2013.
Genome-wide transcriptional response of Trichoderma reesei to
lignocellulose using RNA sequencing and comparison with Aspergillus

niger. BMC Genomics, 14:541.

Rodriguez-Diaz, J., Monedero, V., Yebra, M. J., 2001. Utilization of natural
fucosylated oligosaccharides by three novel a-L-fucosidases from a
probiotic Lactobacillus casei strain. Appl. Environ. Microbiol., 77:703-

705.

Rosgaard, L., Pedersen, S., Langston, J., Akherhielm, D., Cherry, J. R., Meyer, A.
S., 2007. Evaluation of minimal Trichoderma reesei cellulase mixtures on
differently pretreated barley straw substrates. Biotechnol. Prog.,

23:1270-1276.

Roy, A., Kucukural, A., Zhang, Y., 2010. |-TASSER: a unified platform for
automated protein structure and function prediction. Nat. Protoc.,

5:725-738.

Rudeekulthamrong, P., Sawasdee, K., Kaulpiboon, J., 2013. Production of long-
chain isomaltooligosaccharides from maltotriose using the
thermostable amylomaltase and transglucosidase  enzymes.

Biotechnology and Bioprocess Engineering, 18:778-786.

Sabater-Molina, M., larqué, E., Torrella, F., Zamora, S., 2009. Dietary
fructooligosaccharides and potential benefits on health. J. Physiol.

Biochem., 65:315-328.

183



BIBLIOGRAFIA

Sadie, C. J., Rose, S. H., den Haan, R., van Zyl, W. H., 2011. Co-expression of a
cellobiose phosphorylase and lactose permease enables intracellular
cellobiose utilisation by Saccharomyces cerevisiae. Appl. Microbiol.

Biotechnol., 90:1373-1380.

Saini, R., Saini, H. S., Dahiya, A., 2017. Amylases: characteristics and industrial
applications. Journal of Pharmacognosy and Phytochemistry, 6:1865—
1871.

Saitoh, S., Hasunuma, T., Tanaka, T., Kondo, A., 2010. Co-fermentation of
cellobiose and xylose using beta-glucosidase displaying diploid industrial

yeast strain OC-2. Appl. Microbiol. Biotechnol., 87:1975-1982.

Samanta, A. K., Jayapal, N., Jayaram, C., Roy, S., Kolte, A. P., Senani, S., Sridhar,
M., 2015. Xylooligosaccharides as prebiotics from agricultural by-
products: Production and applications. Bioactive Carbohydrates and

Dietary Fibre, 5:62-71.

Santos-Moriano, P., Fernandez-Arrojo, L., Mengibar, M., Belmonte-Reche, E.,
Pefialver, P., Acosta, F. N., Ballesteros, A. O., Morales, J. C., Kidibule, P.,
Fernandez-Lobato, M., Plou, F. J., 2017. Enzymatic production of fully
deacetylated chitooligosaccharides and their neuroprotective and anti-

inflammatory properties. Biocatal. Biotransform, 1-11.

Sanz-Aparicio, J., Hermoso, J. A., Martinez-Ripoll, M., Lequerica, J. L., Polaina, J.,
1998. Crystal structure of B-glucosidase A from Bacillus polymyxa:
insights into the catalytic activity in family 1 glycosyl hydrolases. J. Mol.
Biol., 275:491-502.

184



BIBLIOGRAFIA

Scheer, M., Grote, A., Chang, A., Schomburg, I., Munaretto, C., Stelzer, M.,
Thiele, J., Rother, M., So, C., Schomburg, D., 2011. BRENDA, the enzyme
information system in 2011. Nucleic Acids Res., 39:670-676.

Seidle, H. F., Marten, I., Shoseyov, 0., Huber, R. E., 2004. Physical and kinetic
properties of the family 3 B-glucosidase from Aspergillus niger which is

important for cellulose breakdown. Protein J., 23:11-23.

Seidle, H. F., Allison, S. J., George, E., Huber, R. E., 2006. Trp-49 of the family 3
B-glucosidase from Aspergillus niger is important for its transglucosidic
activity: Creation of novel B-glucosidases with low transglucosidic

efficiencies. Arch. Biochem. Biophys., 455:110-118.

Sekirov, 1., Russell, S. L., Antunes, C. M., Finlay, B. B., 2010. Gut microbiota in
health and disease. Physiol. Rev., 90:859-904.

Sethi, S., Datta, A., Gupta, B. L., Gupta, S., 2013. Optimization of cellulase

production from bacteria isolated from soil. ISRN Biotechnol., 985685.

Shi, Q., Hou, Y., Juvonen, M., Kajala, I., Shukla, S., Goyal, A., Maaheimo, H.,
Katina, K., Tenkanen, M., 2016. Optimization of isomaltooligosaccharide
size distribution by acceptor reaction of Weissella confusa
dextransucrase and characterization of Novel a-(1-2)-branched

isomaltooligosaccharides. J. Agric. Food Chem., 64:3276—3286.

Shibafuji, Y., Nakamura, A., Uchihashi, T., Sugimoto, N., Fukuda, S., Watanabe,
H., Samejima, M., Ando, T., Noji, H., Koivula, A., Igarashi, K., lino, R.,
2014. Single-molecule imaging analysis of elementary reaction steps of
Trichoderma reesei cellobiohydrolase | (Cel7A) hydrolyzing crystalline

cellulose la and Illl. J. Biol. Chem., 289:14056—14065.

185



BIBLIOGRAFIA

Shimoi, H., Kitagaki, H., Ohmori, H., limura, Y., Ito, K., 1998. Sed1p is a major cell
wall protein of Saccharomyces cerevisiae in the stationary phase and is

involved in lytic enzyme resistance. J. Bacteriol., 180:3381-3387.

Shoaf, K., Mulvey, G. L., Armstrong, G. D., Hutkins, R. W., 2006. Prebiotic
galactooligosaccharides reduce adherence of enteropathogenic

Escherichia coli to tissue culture cells. Infect. Immun., 74:6920-6928.

Siebold, C., Flukiger, K., Beutler, R., Erni, B., 2001. Carbohydrate transporters of
the bacterial phosphoenolpyruvate: Sugar phosphotransferase system

(PTS). FEBS Lett., 504:104—111.

Sinclair, H. R., De Slegte, J.,, Gibson, G. R., Rastall, R. A., 2009.
Galactooligosaccharides (GOS) inhibit vibrio cholerae toxin binding to its

GM1 receptor. J. Agric. Food Chem., 57:3113-3119.

Singh, P., Medronho, B., Valente, A. J. M., Miguel, M. G., Lindman, B., 2017.
Exploring the prebiotic effect of cyclodextrins on probiotic bacteria
entrapped in carboxymetyl cellulose-chitosan particles. Colloids Surf. B

Biointerfaces.

Singhania, R. R., Patel, A. K., Sukumaran, R. K., Larroche, C., Pandey, A., 2013.
Role and significance of beta-glucosidases in the hydrolysis of cellulose

for bioethanol production. Bioresour. Technol., 127:500-507.

Slavin, J., 2013. Fiber and prebiotics: Mechanisms and health benefits. Nutrients,

5:1417-1435.

Song, KM., Okuyama, M., Nishimura, M., Mori, H., Kimura, A., 2013. Aromatic
residue on B = a loop 1 in the catalytic domain is important to the
transglycosylation specificity of glycoside hydrolase family 31 a-

glucosidase. Biosci. Biotechnol. Biochem., 77:1759-1765.

186



BIBLIOGRAFIA

Sgrensen, A., Libeck, M., Lubeck, P. S., Ahring, B. K., 2013. Fungal beta-
glucosidases: a bottleneck in industrial use of lignocellulosic materials.

Biomolecules, 3:612—631.

Sorndech, W., Sagnelli, D., Blennow, A., Tongta, S., 2017a. Combination of
amylase and transferase catalysis to improve IMO compositions and

productivity. LWT - Food Sci. Technol., 79:479-486.

Sorndech, W., Tongta, S., Blennow, A., 2017b. Slowly digestible- and non-
digestible a-glucans: an enzymatic approach to starch modification and

nutritional effects. Starch, 1700145.

Steenbakkers, P. J. M., Harhangi, H. R., Bosscher, M. W., van der Hooft, M. M.
C., Keltjens, J. T., van der Drift, C., Vogels, G. D., op den Camp, H. J. M.,
2003. B-glucosidase in cellulosome of the anaerobic fungus Piromyces

sp. strain E2 is a family 3 glycoside hydrolase. Biochem. J., 370:963-970.

Steentoft, C., Vakhrushev, S. Y., Joshi, H. J., Kong, Y., Vester-Christensen, M. B.,
Schjoldager, K. T-BG., Lavrsen, K., Dabelsteen, S., Pedersen, N. B.,
Marcos-Silva, L., Gupta, R., Bennett, E. P., Mandel, U., Brunak, S.,
Wandall, H. H., Levery, S. B., Clausen, H., 2013. Precision mapping of the
human O-GalNAc glycoproteome through SimpleCell technology. EMBO
J.,32:1478-1488.

Sternberg, D., Mandels, G. R., 1979. Induction of cellulolytic enzymes in

Trichoderma reesei by sophorose. J. Bacteriol., 139:761-769.

Suzuki, N., Fujimoto, Z., Kim, YM., Momma, M., Kishine, N., Suzuki, R., Suzuki, S.,
Kitamura, S., Kobayashi, M., Kimura, A., Funane, K., 2014. Structural

elucidation of the cyclization mechanism of a-1,6-Glucan by Bacillus

187



BIBLIOGRAFIA

circulans T-3040 cycloisomaltooligosaccharide glucanotransferase. J.

Biol. Chem., 289:12040-12051.

Tagami, T., Yamashita, K., Okuyama, M., Mori, H., Yao, M., Kimura, A., 2013.
Molecular basis for the recognition of long-chain substrates by plant a-

glucosidases. J. Biol. Chem., 288:19296-19303.

Tagami, T., Yamashita, K., Okuyama, M., Mori, H., Yao, M., Kimura, A., 2015.
Structural advantage of sugar beet a-glucosidase to stabilize the
Michaelis complex with long-chain substrate. J. Biol. Chem., 290:1796—
1803.

Taher, I. B., Fickers, P., Chniti, S., Hassouna, M., 2017. Optimization of enzymatic
hydrolysis and fermentation conditions for improved bioethanol

production from potato peel residues. Biotechnol. Prog., 33:397—-406.

Takasugi, S., Shioyama, M., Kitade, M., Nagata, M., Yamaji, T., 2016. Effects of
proton pump inhibitor administration and intake of a combination of
yogurt and galactooligosaccharides on bone and mineral metabolism in

rats. Nutrients, 8:653.

Talens-Perales, D., Polaina, J., Marin-Navarro, J., 2016. Enzyme engineering for
oligosaccharide biosynthesis. In Frontier Discoveries and Innovations in

Interdisciplinary Microbiology. Shukla P., Ed. Springer: India, pp. 9-31.

Tamura, K., Stecher, G., Peterson, D., Filipski, A., Kumar, S., 2013. MEGAG6:
Molecular evolutionary genetics analysis version 6.0. Mol. Biol. Evol.,

30:2725-2729.

Tang, H., Hou, J.,, Shen, Y., Xu, L., Yang, H., Fang, X., Bao, X., 2013. High -
glucosidase secretion in Saccharomyces cerevisiae improves the

efficiency of cellulase hydrolysis and ethanol production in

188



BIBLIOGRAFIA

simultaneous saccharification and fermentation. J. Microbiol.

Biotechnol., 23:1577-1585.

Tenenbaum, D. J., 2008. Food vs. fuel diversion of crops could cause more

hunger. Environ. Health Perspect., 116:254—257.

Teramoto, F., Rokutan, K., Sugano, Y., Oku, K., Kishino, E., Fujita, K., Hara, K.,
Kishi, K., Fukunaga, M., Morita, T., 2006. Long-term administration of
4G-B-D-galactosylsucrose (lactosucrose) enhances intestinal calcium
absorption in young women: a randomized, placebo-controlled 96-wk

study. J. Nutr. Sci. Vitaminol., 52:337-346.

Teugjas, H., Valjamae, P., 2013a. Product inhibition of cellulases studied with

14C-labeled cellulose substrates. Biotechnol. Biofuels, 6:104.

Teugjas, H., Vdljamae, P., 2013b. Selecting B-glucosidases to support cellulases

in cellulose saccharification. Biotechnol. Biofuels, 6:105.

Thongpoo, P., McKee, L. S., Arauljo, A. C., Kongsaeree, P. T., Brumer, H., 2013.
Identification of the acid/base catalyst of a glycoside hydrolase family 3
(GH3) B-glucosidase from Aspergillus niger ASKU28. Biochim. Biophys.
Acta, 1830:2739-2749.

Tiwari, P., Misra, B. N., Sangwan, N. S., 2013. B-glucosidases from the fungus
Trichoderma: an efficient cellulase machinery in biotechnological

applications. Biomed. Res. Int., 203735.

Tomei, J., Helliwell, R., 2016. Food versus fuel? Going beyond biofuels. Land Use

Policy, 56:320-326.

Treebupachatsakul, T., Nakazawa, H., Shinbo, H., Fujikawa, H., Nagaiwa, A,,
Ochiai, N., Kawaguchi, T., Nikaido, M., Totani, K., Shioya, K., Shida, Y.,
Morikawa, Y., Ogasawara, W., Okada, H., 2016. Heterologously

189



BIBLIOGRAFIA

expressed Aspergillus aculeatus [-glucosidase in Saccharomyces
cerevisiae is a cost-effective alternative to commercial supplementation
of B-glucosidase in industrial ethanol production using Trichoderma

reesei cellulases. J. Biosci. Bioeng., 121:27-35.

Tsai, S. L., Oh, J.,, Singh, S., Chen, R., Chen, W., 2009. Functional assembly of
minicellulosomes on the Saccharomyces cerevisiae cell surface for
cellulose hydrolysis and ethanol production. Appl. Environ. Microbiol.,

75:6087-6093.

Tsukada, T., Igarashi, K., Yoshida, M., Samejima, M., 2006. Molecular cloning and
characterization of two intracellular B-glucosidases belonging to
glycoside hydrolase family 1 from the basidiomycete Phanerochaete

chrysosporium. Appl. Microbiol. Biotechnol., 73:807—-814.

van Der Maarel, M. J. E. C., Leemhuis, H., 2013. Starch modification with
microbial alpha-glucanotransferase enzymes. Carbohydr. Polym.,

93:116-121.

van Der Maarel, M. J. E. C., van Der Veen, B., Uitdehaag, J. C. M., Leemhuis, H.,
Dijkhuizen, L., 2002. Properties and applications of starch-converting

enzymes of the a-amylase family. J. Biotechnol., 94:137-155.

Van der Vaart, J. M., te Biesebeke, R., Chapman, J. W., Toschka, H. Y., Klis, F. M.,
Verrips, C. T., 1997. Comparison of cell wall proteins of Saccharomyces
cerevisiae as anchors for cell surface expression of heterologous

proteins. Appl. Environ. Microbiol., 63:615-620.

van Rooyen, R., Hahn-Hagerdal, B., La Grange, D. C., van Zyl, W. H., 2005.
Construction of cellobiose-growing and fermenting Saccharomyces

cerevisiae strains. J. Biotechnol., 120:284-295.

190



BIBLIOGRAFIA

van Zyl, W. H., Lynd, L. R.,, den Haan, R., McBride, J. E., 2007. Consolidated
bioprocessing for bioethanol production using Saccharomyces

cerevisiae. Adv. Biochem. Engin. Biotechnol., 108:205-235.

Vera, C., Coérdova, A., Aburto, C., Guerrero, C., Suarez, S., lllanes, A., 2016.
Synthesis and purification of galacto-oligosaccharides: state of the art.

World J. Microbiol. Biotechnol., 32:197.

Viikari, L., Vehmaanpera, J., Koivula, A., 2012. Lignocellulosic ethanol: From

science to industry. Biomass and Bioenergy, 46:13-24.

Vijn, I., Smeekens, S., 1999. Fructan: more than a reserve carbohydrate?. Plant

Physiology, 120:351-360.

Vulevic, J., Juric, A., Walton, G. E., Claus, S. P., Tzortzis, G., Toward, R. E., Gibson,
G. R., 2015. Influence of galacto-oligosaccharide mixture (B-GOS) on gut
microbiota, immune parameters and metabonomics in elderly persons.

Br. J. Nutr., 114:586-595.

Wada, J., Honda, Y., Nagae, M., Kato, R., Wakatsuki, S., Katayama, T., Taniguchi,
H., Kumagai, H., Kitaoka, M., Yamamoto, K., 2008. 1,2-a-L-Fucosynthase:
A glycosynthase derived from an inverting a-glycosidase with an unusual

reaction mechanism. FEBS Lett., 582:3739-3743.

Wang, B., Yao, M,, Ly, L, Ling, Z, Li, L., 2017. The human microbiota in health

and disease. Engineering, 3:71-82.

Wang, D., Li, F. L., Wang, S. A., 2016. A one-step bioprocess for production of
high-content fructo-oligosaccharides from inulin by yeast. Carbohyadr.

Polym., 151:1220-1226.

191



BIBLIOGRAFIA

Wang, Y., Li, F., Gao, CH., Zhang, YJ., 2009. Characterization of a novel mesophilic
bacterial amylase secreted by ZW2531-1, a strain newly isolated from

soil. Chem. Res. Chinese Universities, 25:198-202.

Wang, Y., Li, F., Zhang, Y., 2010. Preliminary investigation on the action modes
of an oligosaccharide- producing multifunctional amylase. Appl.

Biochem. Biotechnol., 160:1955-1966.

Weaver, C. M., Martin, B. R., Nakatsu, C. H., Armstrong, A. P., Clavijo, A.,
McCabe, L. D., McCabe, G. P., Duignan, S., Schoterman, M. H. C., van Den
Heuvel, E. G. H. M., 2011. Galactooligosaccharides improve mineral
absorption and bone properties in growing rats through gut

fermentation. J. Agric. Food Chem., 59:6501-6510.

Weijers, C. A. G. M., Franssen, M. C. R,, Visser, G. M., 2008. Glycosyltransferase-
catalyzed synthesis of bioactive oligosaccharides. Biotechnol. Adv.,

26:436-456.

Wen, F., Sun, J., Zhao, H., 2010. Yeast surface display of trifunctional
minicellulosomes for simultaneous saccharification and fermentation of

cellulose to ethanol. Appl. Environ. Microbiol., 76:1251-1260.

Wheatley, R. W., Lo, S., Jancewicz, L. J., Dugdale, M. L., Huber, R. E., 2013.
Structural explanation for allolactose (lac operon inducer) synthesis by
lacZ B-galactosidase and the evolutionary relationship between
allolactose synthesis and the lac repressor. J. Biol. Chem., 288:12993—
13005.

Wilkens, S., 2015. Structure and mechanism of ABC transporters. F1000Prime
Reports, 7:14.

192



BIBLIOGRAFIA

Woodward, J., Arnold, S. L., 1981. The inhibition of B-glucosidase activity in
Trichoderma reesei C30 cellulase by derivatives and isomers of glucose.

Biotechnol. Bioeng., 23:1553-1562.

Wu, K. Y., Huang, S. H., Zhang, Y. K., Chen, G. G, Liang, Z. Q., 2010. Expression,
purification and characterization of recombinant a-glucosidase in Pichia

pastoris. Folia Microbiol., 55:582-587.

Wu, L., Wy, S., Qiu, J., Xu, C,, Li, S., Xu, H., 2017. Green synthesis of isomaltulose
from cane molasses by Bacillus subtilis WB800-pHAO01-pall in a biologic
membrane reactor. Food Chem., 229:761-768.

Xia, W., Liu, P., Zhang, J., Chen, J., 2011. Biological activities of chitosan and
chitooligosaccharides. Food Hydrocolloids, 25:170-179.

Xia, W., Bai, Y., Cui, Y., Xu, X., Qian, L., Shi, P., Zhang, W., Luo, H., Zhan, X., Yao,
B., 2016. Functional diversity of family 3 B-glucosidases from

thermophilic cellulolytic fungus Humicola insolens Y1. Sci. Rep., 6:27062.

Yamada, R., Taniguchi, N., Tanaka, T., Ogino, C., Fukuda, H., Kondo, A., 2011.
Direct ethanol production from cellulosic materials using a diploid strain
of Saccharomyces cerevisiae with optimized cellulase expression.

Biotechnol. Biofuels, 4:8.

Yamada, R., Hasunuma, T., Kondo, A., 2013. Endowing non-cellulolytic
microorganisms with cellulolytic activity aiming for consolidated

bioprocessing. Biotechnol. Adv., 31:754-763.

Yamamoto, T., Unno, T., Watanabe, Y., Yamamoto, M., Okuyama, M., Mori, H.,
Chiba, S., Kimura, A., 2004. Purification and characterization of
Acremonium implicatum a-glucosidase having regioselectivity for a-1,3-

glucosidic linkage. Biochim. Biophys. Acta, 1700:189-198.

193



BIBLIOGRAFIA

Yan, N., 2013. Structural advances for the major facilitator superfamily (MFS)

transporters. Trends Biochem. Sci., 38:151-159.

Yan, S., Wu, G., 2014. Signal peptide of cellulase. Appl. Microbiol. Biotechnol.,
98:5329-5362.

Yang, Y., Zhang, X,, Yin, Q., Fang, W., Fang, Z., Wang, X., Zhang, X., Xiao, Y., 2015a.
A mechanism of glucose tolerance and stimulation of GH1 B-

glucosidases. Sci. Rep., 5:17296.

Yang, J., Yan, R, Roy, A,, Xu, D., Poisson, J., Arbor, A., Arbor, A., 2015b. The I-
TASSER suite: protein structure and fuction prediction. Nat. Methods,
12:7-8.

Yao, G., Wu, R,, Kan, Q., Gao, L., Liu, M., Yang, P., Du, J., Li, Z., 2016. Production
of a high-efficiency cellulase complex via B-glucosidase engineering in

Penicillium oxalicum. Biotechnol. Biofuels., 9:78.

Yao, S. W., Wen, X. X., Huang, R. Q., He, R.R., Ou, S. Y., Shen, W. Z., Huang, C. H.,
Peng, X. C., 2014. Protection of feruloylated oligosaccharides from corn
bran against oxidative stress in PC 12 cells. J. Agric. Food Chem., 62:668—
674.

Yin, Y., Jensen, M., Tajkhorshid, E., Schulten, K., 2006. Sugar binding and protein
conformational changes in lactose permease. Biophysic. J., 91:3972-

3985.

Yuan, X., Wang, J., Yao, H., 2005. Antioxidant activity of feruloylated

oligosaccharides from wheat bran. Food Chem., 90:759-764.

Zhang, R., Pan, Y. T., He, S., Lam, M., Brayer, G. D., Elbein, A. D., Withers, S. G.,
2011. Mechanistic analysis of trehalose synthase from Mycobacterium

smegmatis. J. Biol. Chem., 286:35601-35609.

194



BIBLIOGRAFIA

Zhang, S., Hu, H., Wang, L., Liu, F., Pan, S., 2018. Preparation and prebiotic
potential of pectin oligosaccharides obtained from citrus peel pectin.

Food Chem., 244:232-237.

Zhang, W., Kou, Y., Xu, J., Cao, Y., Zhao, G., Shao, J., Wang, H., Wang, Z., Bao, X.,
Chen, G., Liu, W., 2013. Two major facilitator superfamily sugar
transporters from Trichoderma reesei and their roles in induction of

cellulase biosynthesis. J. Biol. Chem., 288:32861-32872.

Zhang, XZ., Zhang, YH., P., 2013. Cellulases: characteristics, sources, production,
and applications. In Bioprocessing Technologies in Biorefinery for
Sustainable Production of Fuels, Chemicals, and Polymers. Yang, ST., Ed,

John Wiley, Sons, Inc.: Hoboken, NJ, USA, pp. 131-146.

Zhang, Y., 2008. |-TASSER server for protein 3D structure prediction. BMC

Bioinformatics, 9:40.

Zhang, Y. H. P., Hong, J., Ye, X., 2009. Cellulase assay. Biofuels: Methods and
Protocols. Methods in Molecular Biology, 581:213-231.

Zhou, Y., Ruan, Z., Zhou, X., Huang, X, Li, H., Wang, L., Zhang, C., Deng, Z., Wu,
G., Yin, Y., 2015. Lactosucrose attenuates intestinal inflammation by
promoting Th2 cytokine production and enhancing CD86 expression in

colitic rats. Biosci. Biotechnol. Biochem., 79:643—651.

195






9 ANEXOS






ANEXOS

PUBLICACIONES DERIVADAS DE ESTA TESIS DOCTORAL

Casa-Villegas M, Marin-Navarro J, Polaina J (2017). Synergies in coupled
hydrolysis and fermentation of cellulose using a Trichoderma reesei enzyme
preparation and a recombinant Saccharomyces cerevisiae strain. World J

Microbiol Biotechnol. 33:140. DOI:10.1007/s11274-017-2308-4.

Casa-Villegas M, Marin-Navarro J, Polaina, J (2017). Synthesis of
isomaltooligosaccharides by Saccharomyces cerevisiae cells expressing
Aspergillus niger a-glucosidase. ACS Omega. 2(11):8062-8068. DOI:
10.1021/acsomega.7b01189.

Casa-Villegas M, Marin-Navarro J, Polaina, J (2018). Amylases and
related glycoside hydrolases with transglycosylation activity used for the

production of isomaltooligosaccharides. Amylase. 2(1). (ACEPTADO)

Casa-Villegas M, Polaina J, Marin-Navarro J (2018). Cellobiose
fermentation by Saccharomyces cerevisiae: comparative analysis of intra versus

extracellular sugar hydrolysis. Process Biochemistry. (ENVIADO)

199



ANEXOS

World ] Microbiol Biotechnol (2017} 33:140
DOI 10.1007/s11274-017-2308-4

ORIGINAL PAPER

Synergies in coupled hydrolysis and fermentation
of cellulose using a Trichoderma reesei enzyme preparation
and a recombinant Saccharomyces cerevisiae strain

Mary Casa-Villegas! - Julia Marin-Navarro'? - Julio Polaina!

Received: 4 May 2017 / Accepted: 1 June 2017
‘@ Springer Science+Business Media B.V. 2017

Abstract We describe a procedure by which filter paper
is digested with a cellulolytic enzyme preparation, obtained
from Trichoderma reesei cultivated under solid state fer-
mentation conditions and then fermented by a recombinant
Saccharomyces cerevisiae strain. The yeast strain produces
a p-glucosidase encoded by the BGLI gene from Saccha-
romycopsis fibuligera that quantitatively and qualitatively

complements the limitations that the Trichoderma enzyme
complex shows for this particular activity. The supplemen-
tal B-glucosidase activity fuels the progression of cellulose
hydrolysis and fermentation by decreasing the inhibitory
effects caused by the accumulation of cellobiose and glu-
cose. Fermentation of filter paper by this procedure yields
ethanol concentrations above 70 g/L.
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Introduction

Cellulose. because of its chemical composition. abun-
dance in nature and the fact that it does not have a direct
use as food, is the primary substrate for second generation
bioethanol. Standard, industrially implemented processes,
to produce ethanol from cellulolytic substrates. comprise
an enzymatic step, in which commercial enzymes are used
to render fermentable sugar (i.e. glucose) and a fermenta-
tive step carried out by the yeast Saccharomyces cerevisiae.
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In a widely disseminated but oversimplified vision, enzy-
matic hydrolysis of cellulose is considered to be carried
out by the combined action of endo and exo glucanases,
that yield cellobiose and glucose as major products, and
p-glucosidase, which splits cellobiose into glucose. How-
ever, cellulose digestion by highly efficient cellulolytic
microorganisms is a considerably more complex process.
In addition to the action of different type of enzymes that
act coordinately, there are also non-catalytic proteins that
play essential roles. For instance, in bacterial cellulosomes
the association of catalytic (cellulolytic enzymes) and non-
catalytic (scaffoldins) proteins assure an arrangement of the
enzymatic machinery that maximizes the efficiency of the
cellulolytic process (Artzi et al. 2017). Recent studies with
the fungus Trichoderma reesei (Hypocrea jecorina), from
which most commercial cellulolytic enzyme preparations
are derived, show intricate complexities in both composi-
tion and function of the cellulolytic machinery (Lehmann
et al. 2016; Jalak et al. 2012). Proteomic analysis reveals
the importance of non-catalytic, accessory enzymes, such
as cellulose induced proteins and swollenin, in cellulolysis
{Gupta et al. 2016; Herpo&l-Gimbert et al. 2008).

The industrial production of ethanol from cellulosic sub-
strates makes use of high amounts of enzymes, required
for yielding fermentable sugar (glucose). Cellulose diges-
tion and fermentation can be carried out in a single step in
simultaneous saccharification and fermentation processes
or sequentially, as separate hydrolysis and fermentation
steps (Paulova et al. 2015). An approach proposed to elimi-
nate the cost burden of enzymes has been the construction
of engineered S. cerevisiae strains that co-express vari-
ous genes coding for cellulolytic enzymes (Davison et al.
2016; Liu et al. 2016; Matano et al. 2012; Yamada et al.
2011; Wen et al. 2010; Tsai et al. 2009; van Zyl et al. 2007;
Fujita et al. 2004). However, because of the aforementioned
inherent complexity of enzymatic hydrolysis of cellulose,
this approach has clear limitations and in consequence
the cellulose degrading capability of the engineered yeast
strains is not as efficient as the enzyme complexes pro-
duced by Trichoderma or other fungi. Additionally con-
comitant forced expression of multiple genes can overstress
the physiology of the host yeast.

The aim of this work was to set up a cost-effective pro-
cedure for ethanol production from cellulose. This has been
carried out by coupling hydrolysis using crude Trichoderma
enzymes and fermentation with a selected yeast strain. It is
known that Trichoderma cellulolytic complex is deficient
in f-glucosidase activity (Lehmann et al. 2016; Sgrensen
et al. 2013; Nieves et al. 1998). Structural and functional
features of the GHI and GH3 p-glucosidases responsible
for the hydrolysis of cellobiose have been characterized in
detail (Sanz-Aparicio et al. 1998; Pozzo et al. 2010). Based
on this information. we choose a S. cerevisiae strain that

@ Springer

expresses extracellular f-glucosidase from Saccharonry-
copsis fibuligera, and has been shown to ferment cellobiose
with high efficiency (Tang et al. 2013; Gurgu et al. 2011).

Materials and methods
Microbial strains and culture media

Trichoderma reesei (H. jecorina) CECT2415 (identical
to ATCC 56764 and NRRL 11236) was obtained from
Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (http:/fwww.uv.es/
cect). Recombinant S. cerevisiae T500 that expresses a
B-glucosidase gene from S. fibuligera and its parental strain
BY4741 have been described (Gurgu et al. 2011; Marin-
Navarro et al. 2011).

Culture media used were: YPD: 1% yeast extract, 2%
peptone, 2% glucose; YP2P and YPSP: same composi-
tion as YPD but with 2 or 5% filter paper (RM 13054252,
73 g}mz, Filtros Anoia, Barcelona Spain), cut into 25 mm®
squares, instead of glucose. respectively (% refers to
weight/volume).

Trichoderma cellulolytic enzyme complex preparation

Trichoderma precultures (2 mL) were prepared in YP2P
medium supplemented with 0.5% starch and 0.5 g/l Tween
80, and incubated under agitation for 72 h, at 30°C. For
submerged fermentation, 25 mL of YP5P with 0.5% starch
medium were inoculated with the preculture and incubated
at 30°C with seration by vigorous shaking (200 rpm) for
several days. The cultures were centrifuged and the super-
natant used as enzyme source. For solid state fermentation,
5 g of filter paper squares in a 250 mL Erlenmeyer flask
were soaked with 8 mL of YP supplemented with 0.5%
starch, inoculated with 2 mL of preculture, and incubated
at 30 °C for several days. To extract the enzymes from the
solid state fermentation, the mycelium grown in the flask
was thoroughly mixed with 8§ mL of extracting solution
(1% yeast extract, 2% peptone) and squeezed. The recov-
ered slurry was clarified by centrifugation, filtered through
a 220 nm membrane and then used as enzyme source.

The filter paper assay for cellulose hydrolysis
and enzyme assays

Enzymatic digestion of filter paper was assayed by measuring
reducing sugars with the dinitrosalicylic (DNS) acid method,
as described by Zhang et al. (2000). Two assays, hydroly-
sis of the chromogenic p-nitrophenyl p-D-glucopyranoside
(PNPG) substrate and hydrolysis of cellobiose, were used to
monitor fFglucosidase activity. PNPG hydrolysis was assayed
as described (Arrizubieta and Polaina 2000). Hydrolysis of
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cellobiose was carried out under the same conditions, but
the activity was determined by measuring the amount of free
glucose with a commercial kit (Sigma-Aldrich, St Louis MO,
USA).

Production of glucose, cellobiose and other soluble sug-
ars resulting from enzymatic digestion of filter paper by
the action of Trichoderma enzymes was analyzed by ion
exchange chromatography using a CarboPac PA-100 column
in a HPLC instrument equipped with a pulsed amperometric
detector (Dionex, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Mono. di, tri and tetrasaccharides: glucose. cellobiose,
cellotriose and cellotetraose (Sigma-Aldrich, St Louis MO,
USA) were used as standards.

For determination of K, dialyzed samples of
B-glucosidase from either, 5. cerevisiae T500 culture super-
natant or 7. reesei solid state fermentation enzyme prepara-
tion, were incubated with cellobiose at different concentra-
tions in the range 0.5-20 mM. at 37°C. pH 5.5. Glucose
released in these reactions was measured by HPLC and used
to calculate values of initial velocity, which were plotted ver-
sus substrate concentration. To calculate K| values, the data
were adjusted to a rectangular hyperbola.

Inhibition of f-glucosidase activity by glucose was meas-
ured using as enzyme source samples of the Trichoderma
enzyme cocktail or the supernatant of a S. cerevisiae T500
culture, dialyzed against citrate—phosphate buffer, pH 3.5, or
phosphate buffer, pH 7.0.

Fermentations

Precultures of recombinant S. cerevisiae T500 were grown
overnight at 30°C in liquid YPD medium supplemented with
the antibiotic geneticin (G418) at 100 pg/mL to select for the
maintenance of the plasmid harboring the gene coding for S.
fibuligera B-glucosidase. Fermentation vessels were prepared
as follows. The cells (S. cerevisiae) from a 10 mL preculture
were collected by centrifugation and added to the mixture of
digested paper and Trichoderma enzymes obtained from the
solid state fermentation, making a final volume of 10 mL.
This mixture was transferred to a 14 mL tube, to which 0.5 g
of filter paper squares were added. The tube was then closed,
leaving a minimum headspace, and incubated at 30°C. Suc-
cessive paper loads were added to the fermentation tube.
Samples were removed at different intervals. Ethanol was
measured using an enzymatic kit (Thermo Scientific) and
residual glucose and cellobiose by HPLC.
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Results

Production of Trichoderma enzyme preparation
and sugar profile resulting from its action on cellulose

We compared the strength of the cellulolytic enzyme
complex recovered after growing T. reesei ATCC 56764
under two different culture conditions: Fig. 1A shows
that solid state fermentation gave a cellulolytic cocktail
whose activity is about ten times higher than the maximal
activity obtained from the supernatant of submerged fer-
mentation. Regardless of genetic and physiological con-
siderations about differences in the synthesis or secretion
of enzymes between submerged and solid state fermen-
tations (Barrios-Gonzilez 2012), the second procedure
makes enzyme recovery easier. In addition to measur-
ing cellulose digestion, we determined p-glucosidase
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Fig. 1 Production of cellulolytic enzymes by T. reesei under sub-
merged fermentation (blue circles) or solid state fermentation (orange
squares) conditions. A Cellulase activity, expressed in Filter Paper
Units (FPUVmL. B p-glucosidase activity. Error bars indicate stand-
ard deviation of duplicates. (Color figure online)
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activity present in the T. reesei cocktail. The profile of

glucosidase production (Fig. 1B) was similar to that
of cellulase activity. Submerged cultures showed a slow
increase of f-glucosidase activity for about 10 days
after the inoculation and then decreased. The activity
of solid state cultures continued to increase for at least
14-16 days. On the basis of these results, cellulolytic
enzymes produced by solid state fermentation were used
for further experiments.

Hydrolysis of cellulose (3% filter paper) by the T. ree-
sei enzyme cocktail (2 FPU/mL), after 8 h of incubation
at 50°C, yielded glucose and cellobiose as the only two
significant products. (Fig. 2). The presence of cellobiose,
although in lesser amount than glucose, confirms previous
reports that f-glucosidase is the limiting cellulolytic activ-
ity in the extract (Lehmann et al. 2016; Nieves et al. 1998).
Kinetics of cellobiose and glucose release from cellulose
by the action of T. reesei enzymes was monitored for 48 h,
using filter paper at different concentrations (2.5, 5 and 10%)
as the substrate (Fig. 3). In all cases glucose concentration
increased steadily up to different values, proportional to the
imitial amount of cellulose. In contrast, cellobiose concentra-
tion quickly reached a maximum, proportional to cellulose
amount, which was maintained for some time, probably as a
result of an equilibrium in which the velocity of cellobiose
release by cellobiohydrolases matched that of hydrolysis by
B-glucosidases. Cellobiose concentration at this point repre-
sented a low but significant fraction (around 10%) of the ini-
tial amount of cellulose. Since cellobiose is a potent inhibitor
of cellobiohydrolases, its presence must significantly restrict
cellulose hydrolysis. According to our data, digestion at 5%
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Fig.2 Analysis of the soluble sugar profile. A Sugars released by
the action of the enzyme cocktail (2 FPU/mL) with 5% filter paper.
after 8 h at 50°C. B Sugars present in the T, reesei enzyme cocktail
obtained by solid state fermentation, before incubation with the sub-
strate. C Commercial sugar standards used as control: (1) glucose, (2)
cellobiose, (3) cellotriose, (4) cellotetraose

@ Springer

A 30
25 v
vy v
g 20
E v
ee o ®
g 15 -
2
° o
g: 10 m
-'. - L J
5
[
0 T T T r

0 10 20 30 40 50 €0

Time (hours)

Glucose (mM)
<

0 10 20 30 40 50 60

Time (hours)

Fig. 3 Time-course analysis of soluble sugars released from cellu-
lose digestion with the T. reesei enzyme preparation. Filter paper at
different concentrations (2.5%, pink squares; 5%, blue circles; 10%,
green riangles) was incubated at 50°C with the enzyme cocktail
(2 FPU/mL) for different times. Reaction was stopped by heating at
95°C for 10 min. A Cellobiose production, B glucose production.
(Color figure online)

paper leads to an accumulation of cellobiose of over 15 mM
after 20 h, much higher than the concentration of inhibitor
that reduces enzyme activity by 50% (ICsy) reported for T.
reesei CellA cellobiohydrolase: 0.4-0.7 mM (Teugjas and
Viiljamiie 2013a). Only after prolonged incubation times cel-
lobiose approaches complete hydrolysis.

Comparison of f-gl idase activity
in the Trichoderma enzyme preparation

with that produced by S. cerevisiae TS00

We have analyzed and compared the properties of the
p-glucosidase activity present in the Trichoderma enzyme
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cocktail with that secreted by the recombinant yeast, by
two criteria: their performance at different concentrations
of cellobiose and their inhibition by glucose. Both enzymes
behaved similarly at different concentrations of cellobiose
in the range 5400 mM. Although T. reesei genome has
ten gene sequences encoding B-glucosidases, only one of
these enzymes, Bgl I, also termed Cel 3A, is released to
the culture medium among the proteins that constitute the
cellulolytic enzyme complement (Guo et al. 2016a: Karke-
habadi et al. 2014). Therefore, the observed f-glucosidase
activity determined for Trichoderma must reflect the action
of this enzyme, for which we have determined a K, value
for cellobiose of 2.07 0.5 mM, not significantly different
from the 1.9 mM reported in the literature (Woodward and
Arnold 1981). The K, for cellobiose of the yeast enzyme
was slightly lower: 1.74+0.08 mM (experimental data for
K., determinations are given as supplementary material,
Figure S1).

Results of the inhibitory effect of glucose presented
in Fig. 4 show that at glucose concentration in the range
5-75 mM, about the same at which glucose is accumulated
during the fermentation, the S. fibuligera p-glucosidase
produced by recombinant S. cerevisiae T300, with PNPG
as the substrate, 1s significantly less sensitive to inhibition
by glucose than the Trichoderma p-glucosidase. The inhibi-
tory effect of glucose when measured with cellobiose as
the substrate could only be reliably assayed at low glucose
concentration, since at higher concentrations the relative
amount of glucose (inhibitor) and glucose (product) could
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p-glucosidase activity (%)

Glucose (mM)

Fig.4 Inhibition of f-glucosidase activity by glucose. Activities
of dialyzed samples of 5. fibuligera (blue) and T. reesei (orange)
f-glucosidases were assayed with PNPG as the substrate at pH 5.5
(solid bars) or pH T (dored bars), in the presence of increasing con-
centrations of glucose. Value of activity without added glucose, at pH
5.5, was taken as 100%. Error bars indicate standard deviation of trip-
licates. (Color figure online)
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not be estimated. At 1 mM, glucose inhibited cellobiose
hydrolysis by both enzymes similarly, ca. 25%.

Cellulose conversion into ethanol

Cellulose fermentation was carried out with filter paper
digested with the T. reesei cellulolytic cocktail. Two fer-
menting S. cerevisiae strains were assayed: p-glucosidase
producing recombinant T300 and its untransformed paren-
tal strain BY4741. As the initial 5% load of paper present
in the medium was consumed, additional paper loads were
added, as indicated in Fig. 5. Transient cellobiose accu-
mulation {ca. 5 mM) was observed with the control strain
about 24 h after each paper load, whereas T500 strain
hydrolyzed cellobiose more efficiently. We also observed
that paper degradation proceeded more rapidly with strain
T500. Accordingly, ethanol yield obtained in the fermen-
tation with T300 was significantly (35%) higher than that
obtained with the control strain. These results indicate, in
agreement with our previous observation, that even a small
cellobiose accumulation becomes a limiting factor for both
cellulolysis progression and ethanol production. Overall
fermentation yields in terms of paper conversion to etha-
nol were 61% and 45% for T300 and the parental strain,
respectively. The experimental design used here, in which
we have coupled the cellulolytic machinery produced by
T. reesei, with fermentation by a f(-glucosidase produc-
ing S. cerevisiae strain, yields considerably higher ethanol
concentrations (about 7%) than any previous report using
recombinant yeast strains that express one or several cel-
lulolytic enzymes.

Discussion

The aim of this work was to work out a simple, basic, reli-
able and cost-effective model system for the conversion
of cellulose into ethanol. In situ production of cellulolytic
enzymes has obvious advantages over the addition of com-
mercial ones. Beyond economic considerations, the com-
position of the enzyme complex can be tailored, monitored
and manipulated at will. Even using a non-engineered
T. reesei strain, the cellulolytic activity of the resulting
enzyme preparation was enough to achieve an ethanol
yield of about 7%, considerably higher than the minimal
4.5-5.0% threshold considered to make distillation prof-
itable (Lennartsson et al. 2014; Viikari et al. 2012). As a
first objective, we studied the conditions for in situ produc-
tion of a cellulolytic enzyme complex sufficiently power-
ful to drive fermentation to an ethanol concentration higher
than 5%. Different reports show that fungal cultivation
under solid state fermentation conditions sharply increases
the production yield of enzymes and other metabolites,
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Fig. 5 Fermentation of filter paper by S. cerevisas T500, express-
ing the 8. fibuligera BGLI gene (orange squares), and parental strain
BY4741 (blue circles). coupled to cellulose hydrolysis by T. reesei
enzymes. A Ethanol, B cellobiose, and C glucose, were monitored
during the fermentation. Error bars indicate standard deviation of
duplicates. Additions of filter paper to the fermentation vessels (0.5 g,
filled iriangles; 0.25 g, open rriangle) were carried out at the times
indicated on the rop of the figure. (Color figure online)

compared to alternative submerged fermentation (Barrios-
Gonzilez 2012). We compared the performance of T. reesei
CECT 2415 under either cultivation conditions and found
that solid state fermentation gave an enzyme cocktail with
the required properties for efficient cellulose digestion.
According to genome annotations, 7. reesei has ten gene
sequences encoding P-glucosidases, two of which belong
to family GH1 and the other eight to family GH3, but only

@ Springer

one of these enzymes, Bgl I (Cel3A), is released to the
culture medium and therefore becomes part of the cellulo-
Iytic enzyme cocktail (Guo et al. 2016a). Diverse reports
show that the action of this single p-glucosidase repre-
sents a bottleneck for the production of cellulosic ethanol
(Lehmann et al. 2016; Serensen et al. 2013; Nieves et al.
1998). Accordingly, cellulolytic strength of the Tricho-
derma enzyme cocktail was increased by supplementation
with exogenous fi-glucosidases (Del Pozo et al. 2012). One
of the reasons that explain this effect is that cellobiose is a
potent inhibitor of cellobiohydrolase, with a Ki ca. 1.5 mM
(Gruno et al. 2004). As we have shown, cellobiose accumu-
lates during the action of 7. reesei enzyme cocktail (up to
15 mM on 5% paper). Therefore an increase in the amount
of p-glucosidase is expected to improve cellulose diges-
tion. Inhibition of p-glucosidase by glucose is another fac-
tor that needs to be considered since glucose accumulates
during cellulolysis up to a concentration of 70 mM (Fig. 3).
Different studies have addressed this problem either look-
ing for natural variants of the enzyme less prone to glucose
inhibition (Teugjas and Viljamie 2013b), or by engineer-
ing one of T. reesei [Fglucosidases (Guo et al. 2016b).
Improvement of glucose inhibition has also been achieved
by directed evolution of an Aspergillus niger p-glucosidase
expressed in S. cerevisiae (Larue et al. 2016).

In this work we have used the enzyme encoded by the
S. fibuligera BGLI gene. produced by S. cerevisiae dur-
ing the fermentation process, as a source of supplemental
B-glucosidase for cellulolysis. This enzyme is expressed
and secreted under control of a constitutive promoter and
the STAT gene secretion signal (Marin-Navarro et al. 2011)
and, as it was shown previously, confers to S. cerevisiae the
capability of utilizing cellobiose very efficiently (Gurgu
et al. 2011). Our results show that with PNPG as the sub-
strate, this enzyme is significantly more resistant to inhi-
bition by glucose that the p-glucosidase (Cel3A) supplied
by the Trichoderma enzyme cocktail (Fig. 4). Although
we cannot assure that this is also true for cellobiose, com-
parative analysis of the three-dimensional structures of
T. reesei Cel 3 A and S. fibuligera Bgl 1 (see Supplemen-
tary material, Figure S2) suggests that the relative affinity
of glucose for its binding site would be higher for Cel 3A
which would therefore be more sensitive than Bgl I to the
inhibitory effect of the monosaccharide. Because of the
coupled hydrolysis fermentation setup used here, the inhib-
itory effect exerted by high glucose concentration values
attained during fermentation is counteracted by continuous
production of supplemental -glucosidase and a very active
consumption of glucose by the yeast. Overall, the supply
of cellobiase activity provided by the fermenting yeast rep-
resents a cheaper and easier solution than supplementation
of the Trichoderma enzyme preparation with a commercial
enzyme.
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Conclusion

This communication describes a simple and economi-
cal procedure by which cellulose is converted into ethanol
with high efficiency. Digestion of filter paper with a crude
T. reesei enzyme preparation coupled to fermentation by a
S. cerevisiae strain expressing f-glucosidase from S. fibu-
ligera, is synergic for various reasons: (i) supplementary
f-glucosidase activity relieves cellobiohydrolase inhi-
bition by cellobiose improving cellulose digestion: (i1)
functionally, the yeast f-glucosidase is complementary
to that of Trichoderma and (1i) continual production of
f-glucosidase during glucose fermentation counteracts the
inhibitory effect of glucose. Consequently, this procedure
allows ethanol yields higher than 7%, a level that can ren-
der distillation profitable.
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ABSTRACT: The a-ghicosidase encoded by the agld gene of
Aspergillus niger is a secreted enzyme belonging to family 31 of
glycoside hydrolases. This enzyme has a retaining mechanism
of action and displays transglycosylating activity that makes it
amenable to be used for the synthesis of isomaltooligosac-
charides (IMOs). We have expressed the aglA gene in
Saccharomyces cerevisiae under control of a galactose-inducible
promoter. Recombinant yeast cells expressing the agld gene
produced extracellular a-glucosidase activity about half of
which appeared cell bound whereas the other half was released
into the culture medium. With maltose as the substrate, panose
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is the main transglycosylation product after 8 h of incubation, whereas isomaltose is predominant after 24 h. lsomaltose also
becomes predominant at shorter times if a mixture of maltose and glucose is used instead of maltose. To facilitate IMO
production, we have designed a procedure by which yeast cells can be used directly as the catalytic agent. For this purpose, we
expressed in 5. cerevisiae gene constructs in which the agld gene is fused to glycosylphosphatidylinositol anchor sequences, from
the yeast SEDI gene, that determine the covalent binding of the hybrid protein to the cell membrane. The resulting hybrid
enzymes were stably attached to the cell surface. The cells from cultures of recombinant yeast strains expressing agld-SEDI
constructions can be used to produce IMOs in successive batches.

B INTRODUCTION

Oligosaccharides are important compounds for the food and
pharmaceutical industries because of their growing use as
prebiotics and antioxidants and for drug de]ivery.' A relevant
type of oligosaccharides are isomaltooligosaccharides (IMOs),
roughly defined from a chemical point of view as short glucose
oligomers (between two and nine units) containing a-(1—=6), a-
(1=3), or a-(1—2) linkages. Examples are i 1 panose,
isomaltotriose, nigerosylglucose, and kojibiosylglucose, among
others. While a-(1—4) linkages that constitute the backbone of
starch and glycogen molecules are readily digested by intestinal
enzymes, a-(1—6) linkages, as well as a-(1—=3) and a-(1—=2),
are not so easily hydrolyzed, one of the characteristics that confer
to these compounds their recognized status of prebiotics.™
Enzymatic synthesis has become a preferred procedure for
oligosaccharide production over alternative chemical synthesis or
polysaccharide hydrolysis. Transferases and retaining glycoside
hydrolases which are naturally endowed with transferase activity
and do not require activated substrates are generally used." In the
specific case of IMO synthesis, the enzymes used are
dextransucrases or alternansucrases from lactic acid bacteria, or
fungal transferases and a-glucosidases.” ™" The use of glycoside
hydrolases, belonging to family GH31, for IMO synthesis is
possible because these are retaining enzymes, whose catalytic
mechanism allows them to act as transferases. The reactions
mediated by these enzymes comprise two consecutive steps. In
the first one, a nucleophilic residue (Asp or Glu) attacks a
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glycosidic bond, forming a covalent bond with the split glycoside.
In the second step, another (acid/base) catalytic residue (again
Asp or Glu) mediates the transference of the glycosyl moiety to
an acceptor molecule, most commonly water, in which case
hydrolysis is accomplished. If a molecule other than water,
frequently the glycoside substrate itself, acts as the acceptor, the
result of the reaction is a transglycosylation. The structure of a
glycoside hydrolase enzyme, in particular its catalytic center,
determines its transglycosylating activity, its preference for
specific acceptors, and therefore the pattern of transglycosylation
products that it may produce_?_“

IMO synthesizing capability has been reported for the a
glucosidase produced by Aspergillus niger, Panose and isomaltose
are the main transglycosylation products when maltose is used as
the substrate.”~"* Both glycosides show prebiotic Pmperlies's" 7
and can be used as low calorie sweeteners,”'® Therefore, the
development of efficient procedures for large scale synthesis of
IMOs is a significant biotechnological goal. The cost of IMO
production at the industrial level is largely determined by enzyme
production, recovery and purification. A simpler and cheaper
alternative relies on the direct use of the producer microorganism
ina“one pot” process_w To apply this concept to the production
of IMOs, we have constructed Saccharomyces cerevisiae strains
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that display A. niger a-glucosidase covalently attached to the cell
surface. Qur results show that the engineered yeast provides an
efficient procedure for the production of panose and isomaltose
with high yield.

W RESULTS

Expression of A. niger aglA Gene in S. cerevisige. S.
cerevisiae BY4741, used as the host strain, is isogenic to the wild
type $288C. It carries in its genome functional genes enceding
maltose permease (AGTI and MAL3I) and intracellular a-
glucosidase (MALI2 and MAL32) but lacks a gene (MAL13 or
MAL33) encoding the activator protein required for the
expression of the permease and the glucnsidase.w‘u Con-
sequently, strain BY4741 is phenotypically maltose negative, a
desirable characteristic because it avoids interference with the
analysis of heterologous enzyme activity.

Galactose induced cultures of strain BY4741 transformed with
plasmid pSSP-AG harboring the aglA gene showed a-glucosidase
activity, ca. 1.4 mU/mL, almost equally distributed between the
supernatant fraction (53%) and cellbound (47%). A control
culture of the same strain transformed with the cloning vector,
assayed as a control, showed no detectable enzyme activity.
Production of secreted w-glucosidase by the aglA yeast
transformant could be visualized by sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) as a diffused
protein band of high molecular mass (above 240 kDa), indicating
a high degree of glycosylation (Figure 1, lane C). The protein

Figure 1. SDS-PAGE analysis of proteins recovered from the culture
supernatant of S, cerevisiae BY4741 [pMCAG1] (C,D) and a control of
the same strain transformed with the cloning vector (AB) and with
(BD) or without (A, C) treatment with Endo H glycosidase. The arrows
point differential bands present in the pSSP-AG-transformed strain,
which produces extracellular a-glucosidase activity.

mass decreased to ca. 135 kDa, after treatment with Endo H
(Figure 1, lane D). This indicates effective albeit not complete
deglycosylation because the expected mass of the protein
monomer, as deduced from the amino acid sequence, is 106 kDa.

Analysis of IMO Formation. Figure 2 shows the products
recovered from the incubation of S. cerevisiae cells, expressing the
aglA gene with 30% maltose as the substrate. After 8 h incubation,
the only reaction product present at a significant concentration
was panose. This trisaccharide is formed by transglycosylation
between two maltose molecules, one of them acting as the
glucosyl denor and the other as the acceptor. The glucosyl
residue from the donor maltose is transferred to the acceptor,
forming ana-(1—+6) linkage. It is noteworthy that the absence of
glucose, despite the fact that panose and glucose are produced at
equimolar concentrations in the transglucosylation reaction,
indicates that the monosaccharide is consumed by the yeast
during this initial period. After 24 h incubation, the predominant
transglycosylation product is isomaltose, with lower but
significant amounts of panose and isomaltotriose. At this stage,

maltose is detectable although in residual amounts. Glucose
accumulates, likely as the cells are no longer metabolically active
after such an extended incubation period at 50 “C. Other
unidentified peaks eluting at higher retention times likely
correspond to @-(1—=6) IMOs of higher degrees of polymer-
ization.

Time course of IMO production at different concentrations of
maltose was monitored. Figure 3A shows that panose production
increases rapidly, at similar rates for different maltose
concentrations, up to a maximum (400 mM after 20 h for 60%
maltose), and then decreases. As it could be expected, maltose
kinetics showed an initial linear decay with similar slopes for
different substrate concentrations (Figure 3B). Isomaltose and
glucose formation was only detectable using the higher maltose
concentrations at long incubation times (Figure 3C,D). After an
initial delay, both products were progressively accumulated. The
fact that isomaltose was only formed upon glucose accumulation
suggests that isomaltose is formed by transglycosylation with
glucose as the acceptor molecule and not by a possible alternative
mechanism (i.e. isomerization). Moreover, such a delay in
isomaltose synthesis compared to panose production was not
observed when using a purified enzyme, in which glucose is not
sequestered from the medium,"*"

Figure 4 shows a model of A niger a-glucosidase with
isomaltose and panose docked at the active site of A. niger a-
glucosidase. The model was adjusted to superimpose the
orientation of the catalytic residues (Asp490 and Asp660,
putative nucleophile and acid/base catalytic residues) with the
corresponding residues of sugar beet a-glucosidase (PDB id
3WEOQ). We assume that the disposition of the catalytic residues
must be the same in both proteins because they catalyze the same
reaction, and the degree of sequence identity (37%) becomes
nearly 80% if only the residues likely involved in direct
interaction with the substrate are considered. The model
shows the formation of isomaltose and panose and suggests a
site for the coupling of the acceptor molecule (ghicose or
maltose).

Anchoring of AglA to the S. cerevisiae Cell Surface.
Transformant cultures of strain BY4741, expressing the aglA
gene, secrete a-glucosidase which appears distributed approx-
imately in equal amounts, in the cell-bound and the supernatant
fractions of the culture. This makes the recovery of the enzyme in
useful amounts for IMO synthesis difficult. Attachment of the
enzyme to the yeast cell surface allows a direct use of the yeast
biomass as the catalytic agent, a methodology that has been
reported for the production of other o]igosac:ha.rides_w
Therefore, we carried out two constructions in which AglA was
fused to full length or partial versions of 5. cerevisiae Sed 1. This is
an abundant, stress-induced, glycosylphosphatidylinositol-anch-
ored cell wall protein, proved to be useful for the attachment of
proteins to the yeast cell wall™ ™" Figure SA shows that in
contrast to the strain that expressed the agld gene in the two
strains producing hybrid AglA-Sedl a-glucosidase, the enzyme
activity appeared attached to the cells, with no significant activity
detected as the free enzyme in the culture supernatant. The strain
expressing the hybrid with the shorter version of Sedl
(AglA Sed1B) showed higher a-glucosidase activity than that
with the fulllength Sedl (AglA SedlA). A practical conse-
quence of the covalent attachment of the enzyme to the cell
surface is reported in Figure SB. The cells expressing Sed 1 hybrid
a-ghicosidase can be reused in consecutive reaction batches
without major reduction of activity.
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Figure 3. Kinetics of synthesis/hydrolysis of different sugars resulting from the incubation of strain BY4741 [pSSP-AG] with maltose. The cells were
incubated with three different concentrations of maltose: 10% (280 mM), blue squares; 30% (800 mM), green circles; and 60% (1.6 M), orange
triangles. The resulting sugars were analyzed by HPLC. (A) Pancse, (B) maltose, (C) isomaltose, and (D) glucose.

Synthesis of Panose or Isomaltose by Transglycosyla- both maltose and glucose can act as glucosyl acceptors in the
tion as a Function of the Glucosyl Acceptor. As it has been transglycosylation reaction. Thus, when maltose is used as the
mentioned before, the results reported in Figure 3 indicate that substrate, at shorter reaction times, maltose is the only available
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acceptor yielding panose as the transglycosylation product. As
the reaction progresses, the glucose concentration increases,
becoming available as the acceptor to produce isomaltose. To
confirm that isomaltose is formed by transglycosylation with
glucose as the acceptor, and not by the direct isomerization of
maltose, we assayed the production of IMOs, at different initial
ratios of glucose to maltose (Figure 6). For this analysis, yeast

A 100
=
£
g 60
S 40
£
8
Figure 4. (A) Model of the catalytic site of A niger a-glucosidase. - 20
Catalytic resid (putati leophile) and D490 (putative
acid/base catalyst) are depicted in blue. (B‘S Complex with isomaltose. 5
(C) Complex with panose. The glucose at the reducing end is colored in 73 ) 2 3 4 5
pink. Putative hydrogen bonds with this residue are highlighted with
dashed lines. Time (h)
B
A a-glucosidase activity (mU/mL) i
= \.
£ w0 el
AglA_Sed1B £ 14 .
@ 30
8
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Figure 6. Kinetics of isomaltose (A) and panose (B) production. The
reactions were carried out by incubation of pretreated cells (at 50 °C, pH
a-glucosidase activity (%) 5.5 for 24 h) of transformant yeast strain (AglA-Sed1B) with different
B of maltose and glucose: 300 mM maltose (blue squares), 300
mM maltose and 300 mM of glucose (orange circles), and 300 mM of
maltose and 1.2 M of glucose (green triangles).
AglA_Sed1B <
transformants expressing AglA_Sed1B were preincubated at 50
AglA_Sed1A 1 °C during 24 h to avoid the interference of glucose consumption
by cell metabolism. Because this a-glucosidase is stably attached
to the cell surface and remains active (Figure SB), pretreated cells
AglA . with an attenuated metabolism could be used as the enzyme
H source. Compared to the previous experiment (Figure 3), cell
[ pret t at S0 °C allowed, after S h of incubation with
maltose, a higher accumulation of glucose (ca. 200 mM) and a
0 20 40 60 80 100

Figure 5. Enzyme activity of yeast cells expressing wild type or Sedl
hybrid versions of A. niger a-glucosidase. (A) Analysis of a-glucosidase
activity, secreted into the culture medium (orange bars) or cell-
associated (green bars). (B) Initial or remaining cellassociated a-
glucosidase activity after several 24 h periods of incubation of the cells at
50 °C and pH 5.5. Initial activity (green bars), 1 X 24 h (yellow bars), 2
X 24 h (brown bars), 3 X 24 h (turquoise bars), and 6 X 24 h (gray).

Error bars correspond to dard deviation of tri

higher yield of isomaltose (ca. 60 mM), even in the absence of
exogenously added glucose. An increase in the glucose
concentration is not expected to enhance the isomaltose
production if this disaccharide is formed by isomerization of
maltose. Therefore, positive correlation between isomaltose
production and initial ghicose concentration (compare Figures
6A and 3C) indicates a transglycosylation mechanism. Using
pretreated cells, after 1 h incubation with maltose, the ratio of
isomaltose to panose was 0.2 and the ratio of glucose to maltose
had the same value. When the initial ratio of glucose to maltose
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was increased (Figure 6), the panose yield decreased while
isomaltose increased. In both cases, the ratio of somaltose to
panose after 1 h incubation was equivalent to that of glucose to
maltose. These results suggest that glucose and maltose compete
for the same binding site in the enzyme, acting as acceptors of the
glucosyl residue, to synthesize isomaltose and panose,
respectively. However, both products showed different kinetics
at longer incubation times. Although panose reached amaximum
concentration before being degraded (Figures 3A and 6B),
isomaltose was progressively accumulated (Figure 6A), indicat-
ing that panose is a better substrate for the enzyme.

W DISCUSSION

Industrial production of IMOs is carried out by the combined
action of hydrolytic and transferase enzymes on starch, which
yields a complex mixture of a-glucosides.*”*™ Although in
general terms, IMOs are considered to have prebiotic and other
health promoting Properties,1’6‘2? the heterogeneous and
variable nature or commerdial preparations makes it difficult to
ascribe observed effects to specific compounds. The develop-
ment of new procedures for the production of IMOs of defined
composition, specifically, panose and isomaltose, is a significant
biotechnological goal because of present and potential
applications of these compom'lds.m’m* 7 Qur results provide a
procedure for inexpensive, food-grade production of panose and
isomaltose, using an engineered yeast strain that displays a cell
wall-linked @-glucosidase. The production of panose or
isomaltose can be modulated by the ratio of the acceptor sugars
(maltose or glucose) present in the reaction.

A conclusion derived from our results is that the formation of
isomaltose takes place by transglycosylation and not by
intramolecular isomerization of maltose. The enzyme-bound
glucosyl residue formed as a reaction intermediate can be
transferred to the acceptor molecule, either glucose or maltose,
to synthesize isomaltose or panose, respectively. This is a
significant result because other retaining glycosyl hydrolases have
isomerase activity. For example, trehalose synthase catalyzes the
isomerization of maltose to trehalose through an intramolecular
isomerization of the substrate, whereas the enzyme is unable to
incorporate exogenously added glucose.™” A conspicuous case is
that of the LacZ a-galactosidase from Escherichia coli. This
enzyme converts lactose into allolactose through an isomer-
ization reaction, in which glucose and galactose, resulting from
the hydrolysis of lactose, are bound ag\ain, through a different
linkage, before leaving the active site. ' LacZ is also able to
catalyze transglycosylation of a galactosyl moiety to exogenous
ghucose added at high concentrations. The mechanistic difference
between isomerization and transglycosylation is important from
a biotechnological point of view. If isomaltose synthesis was
carried out by isomerization, isomaltose would be formed
together with panose. However, our results show that in the
absence of glucose, panose is the sole transglycosylation product.
On the other hand, increasing the glucose concentration
displaces the mechanism toward the production of isomaltose.

Panose and isomaltose yield at different ratios of ghicose to
maltose indicate that both maltose and ghucose compete with
efficiency similar to glucosyl acceptors. However, once formed,
the fate of the two products is notably different. Although panose
reaches a maximum and then declines, isomaltose keeps
increasing (Figure 6). This result is explained by the higher
affinity of AglA for panose as a substrate for hydrolysis, compared
to isomaltose.'” Structural modeling of A. niger a-glucosidase
with panose docked at the active site supports this observation.
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As shown in Figure 4, the glucosyl residue at the reducing end of
panose may form three putative hydrogen bonds to D225, $495,
and H596. This would represent an additional stabilization for
the formation of the enzyme —substrate complex, as compared to
the isomaltose molecule, which is equivalent to panose except for
this glucosyl end. These three residues are conserved in the a-
glucosidase from Schwamniomyces occidentalis, which has a
product profile similar to that of AglA” Interestingly, H596 is
substituted by Ser in the a-glucosidase from Xanthophyllomyces
dendrorhous, which synthesizes panose and maltotdose with
similar efficiencies.” This suggests that the subsite represented by
these residues is involved in the product specificity of the
enzyme.

In conclusion, this study presents a simple procedure to
synthesize IMOs (specifically, panose and isomaltose ) with high
yield. The cell surface display system used here allows the
implementation of a one-pot procedure by which yeast biomass
can be used and recycled as the catalytic agent for IMO
production.

B MATERIALS AND METHODS

Microbial Strains and Culture Media. Saccharomyces
cerevisiae BY4741 (MATa AGT1 MALI2 mall3A MAL3I1
MAL32 mal33A his3A1 leu2 AO met15A0 ura3A0), used as the
yeast host strain, is isogenic to the standard wild type S288C
(http://www.yeastgenome.org). A. niger CECT 2775 was
obtained from Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (http://
cectorg). Composition of complete (yeast extract peptone
dextrose, YPD) and minimal (synthetic defined) media is
described by Sherman.**

Cloning Procedures. The A. niger aglA gene (GenBank:
D45356.1) encodes an a-glucosidase (EC 3.2.1.20) belonging to
family 31 of glycoside hydrolases. For cloning of this gene, A.
niger was cultured in liquid YPD for 36 h at 26 °C. The mycelium
was recovered by filtration, frozen, and disrupted by grinding in
liquid nitrogen with a mortar and pestle. RNA was isolated using
RMNA PLUS (MP Biomedicals ), based on a procedure described
by Chomezynski and Sacchi.™ Reverse transcription was carried
out with the SuperScript 111 First-Strand Kit (Invitrogen). The
coding gene sequence, excluding its signal peptide, was amplified
from the complimentary DNA using primers 2MC70 (forward):
CTGICTAGAGCGAGCCAGTCACTCTTATC (Xbal site
underlined) and 2MC71 (reveme): TCACAAGCTTTTAC-
CATTCCAATACCCAGTTTTCC (Hindlll site undedined).
The amplified DNA fragment was cloned in Nhel/HindI11 sites
of plasmid pSSP-GOX, a modified version ofthe yeast expression
vector pEMBLyex4, that carries the coding region of the STAI
gene signal peptide,”™” under control of a galactose inducible
promoter (CYC-GAL). The resulting plasmid (pSSP-AG) was
used to transform S. cerevisiae BY4741. The same yeast strain was
also transformed with vector pEMBLyex4 to be used as a
negative control.

Hybrid genes of A. niger agldA and S. cerevisiae SED1 were
constructed as follows. The coding sequence of the aglA gene
version that includes a 5° extension comesponding to the S
cerevisiae STAI signal peptide was amplified with primers 2MC81
(forward): CCAGGATCCATGGTGGGACTTAAGAACCC
(BamHI site underlined) and 2MC82 (reverse): CCTAGTG-
CATGCAGTGGTCCATTCCAATACCCAGTTTTCC (Sphl
site underlined ). The STAl-aglA gene was fused to two versions
of the 5 cerevisine SEDI gene. The fist version (SEDIA)
contains the entire coding region of the gene (GenBank/NCBI
sequence NM_ 001180385.3 ), whereas the second one (SEDIB)
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lacks the first 109 aminoacids.™ For SED1 _ A synthesis, the gene,
excluding the initial ATG, was amplified from S. cerevisiae
genomic DNA with primers 2MC83 (forward): CCTAGTG-
CATGCAGTGGTAAATTATCAACTGTCCTATTATCTGC
(Sphl site undedined ) and 2MC84 (reverse ): CACAAGCTTT-
TATAAGAATAACATAGCAACACCAG (Hindlll site under-
lined). SEDIB was amplified using primers 2MC85 (forward ):
CCTAGTGCATGCAGTGGTGCTCTTCCAACTAACGG-
TAC (Sphl site underlined) and 2MC84 (reverse): CA-
CAAGCTTTTATAAGAATAACATAGCAACACCAG (Hin-
dII site underlined). The hybrid fusions of STAI-aglA to either
SEDIA or SEDIB were cloned at BamHI/HindIll sites of
pEMBLyex4, under the control of the CYC-GAL galactose
inducible promoter (plasmids pSSP-AG_Sed1A and pSSP-
AG Sed1B, respectively).

Determination of a-Glucosidase Production and
Activity. Enzyme (a-glicosidase) activity was measured with
p-nitrophenyl-a@-D-glhicopyranaside (pNPG) as the substrate, in
cells collected by centrifugation from galactose-induced cultures
of transformed 5. cerevisiae strains and in the supernatant of the
cultures. Cultures were inoculated in liquid YPD medium at acell
density equivalent to Agy of ca. 0.5and cultivated under agitation
at 30 “C up to an Agy, of around 2.0. At this point, galactose was
added at 1% final concentration and the cultures were grown for
an additional period of approximately 18 h. Cell and supernatant
fractions of 1 mL aliquots from the induced cultures were
separated by centrifugation. The cells were resuspended in 250
uL of citrate phosphate buffer pH 5.5. To 100 uL of sample
(either supernatant or cell fraction), 150 uL of a pNPG solution
in citrate phosphate buffer pH 5.5 was added, making the final
concentration of the substrate 1 mM. The reaction mixtures were
incubated at 37 “C. The reactions were stopped at different time
intervals by adding 500 uL of 1 M sodium carbonate. Released p-
nitrophenol was measured spectrophotometrically at Ay,

Extracellular a-glucosidase produced by S. cerevisiae was also
analyzed by SDS-PAGE. The protein in the supernatant of the
induced yeast cultures was concentrated about 65 times by
ultrafiltration, using a Pierce protein concentrator 30k (Thermo
Scientific). The concentrated protein samples were split in two
and one of them was deglycosylated by treatment with Endo H
(Biolabs) for 16 h at 37 °C in the presence of a protease inhibitor
cocktail (Complete EDTA-free, Roche), whereas the other was
incubated under the same conditions without Endo H. Native,
and deglycosylated protein samples were subjected to acrylamide
gel electrophoresis and silver stained.

IMO Determination. Production of IMOs was assayed using
maltose, or a mixture of maltose and glucose, as the substrate and
S. cerevisiae cells, expressing different versions of the aglA gene, as
the enzyme source. The yeast cells collected from 10 mL of
induced culture were resuspended in citrate phosphate buffer pH
5.5 with the substrate at different concentrations and incubated
at 50 “C. In the case of yeast transformants expressing AglA-Sed1
hybrid enzymes, the cells were initially resuspended in the same
buffer without any substrate and incubated at 50 °C for 24 h to
reduce their metabolic activity (glucose consumption ). After this
time, the cells were incubated with the substrate (maltose or a
mixture of maltose and glucose) at the same temperature.
Samples were taken at different time intervals. The soluble
fraction was collected by centrifugation and heated at 95 “C for
10 min to stop the reaction. IMO synthesis was analyzed by ion
exchange chromatography using an high-performance liquid
chromatography (HPLC) instrument equipped with CarbonPac
PA100 columns and a pulsed amperometric detector (Dionex,
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Thermo Fisher Scientific) as previously described.*® Sugars were
identified by their chromatographic retention times. The sugar
concentration was calculated by interpolation of their peak areas.
Glucose, isomaltose, isomaltotriose, maltose, panose, and
maltotriose (Sigma) were used as standards.

Protein Structure Analysis. A structural model of A. niger -
glucosidase was obtained using I-TASSER." The model was
adjusted to superimpose the orientation of the putative catalytic
residues (D490 and D660, nucleophile and acid/base,
respectively) with the corresponding residues of the sugar beet
a-glicosidase (PDB id 3WEOQ). The protein structure was
analyzed with the PyMOL Molecular Graphics System
(Schrodinger, LLC). Molecular docking of ghicose, panose,
and isomaltose was carried out with Maestro 11 (Schrédinger,
LLC), taking as a reference the interaction of sugar beet a-
glucosidase with acarbose. ™"
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