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Resumen

Titulo: Reaccion Combinada de la Amilosacarasa y la Ciclodextrina Glucosiltransferasa para la Produccion
de Ciclodextrinas a Partir de Sacarosa y Lixiviados del Mucilago de Cacao™

Autor: Leidy Rocio Pico Martinez™

Palabras Clave: Ciclodextrinas, amilosacarasa, ciclodextrina glucosiltransferasa, proteina fusion,
mucilago de cacao.

Descripcién: Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacéridos ciclicos compuestos de diferentes nimeros de
subunidades de glucopiranosa enlazadas en a-(1,4). Los CDs se producen comercialmente a partir de
almidon, mediante la accion de la ciclodextrina glucosiltransferasa (CGTasa), que generalmente cataliza la
ciclacion del almidon y los a-(1,4)-glucanos producidos mediante reacciones de transglicosilacion
intramolecular. Un trabajo reciente desarroll6 un proceso enzimatico novedoso, utilizando sacarosa como
materia prima en lugar de almiddn, para reducir el tiempo y consumo de energia en la produccién de CDs
a nivel industrial. En este proceso, la amilosacarasa (AS) cataliza la sintesis de polimeros de a-(1,4)-
glucanos a partir de moléculas de sacarosa, abriendo asi la posibilidad de explorar otros sustratos ricos en
azUcar disponibles comercialmente. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la accién combinada de AS de
y CGTasa de Bacillus macerans, para producir CDs en una sola reaccion a partir de mucilago de cacao y
sacarosa como sustratos. Se utilizaron dos estrategias metodoldgicas: 1) probar la accién combinada de la
AS 'y la CGTasa agregadas simultaneamente; 2) Evaluar la proteina AS-CGTasa, que surge como producto
de la fusion en tandem de los genes AS y CGTasa. El primer paso implico el uso de herramientas
bioinforméticas para el disefio y analisis de la fusion AS-CGTasa. Como resultado, los modelos 3D de
AS-CGTasa adquirieron una conformacion con dos subunidades AS y CGTasa unidas por un motivo GGGS
y se analizaron mediante simulaciones de dinamica molecular (GROMACS) para seleccionar el modelo
mas estable y evaluarlo experimentalmente. Los andlisis in vitro mostraron que AS-CGTasa se comporta
como una multienzima que es capaz de sintetizar CDs (sacarosa: a-CDs = 325 nmol, -CDs = 297 nmol y
Mucilago: a-CDs = 287 nmol, B-CDs = 259 nmol) en un solo paso a través de las reacciones acopladas de
AS y CGTasa. En general, los resultados experimentales demostraron la capacidad de la reaccion
combinada de AS + CGTasa y la fusiobn AS-CGTasa para producir CDs en una reaccion de un solo paso, a
partir de sustratos no convencionales como el mucilago de cacao y la sacarosa. A partir de los resultados
concluimos que el mucilago de cacao es un sustrato prometedor para la sintesis de CDs gracias a su aporte
de monosacaridos y oligosacaridos. Ademas, se discute el papel de los monosacéridos como intermediarios
en la reaccion de polimerizacion de a-(1,4)-glucanos. Estos resultados pueden ser aplicados a futuro para
optimizar los procesos de bioconversiéon de CDs a partir de mucilago de cacao u otros sustratos ricos en
azucar y que no requieran procesamiento industrial convencional.

* Trabajo de Grado

**Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia
Director: Jorge Hernandez Torres, Bidlogo, Ph.D.
Director: Herminsul de Jests Cano Calle, Quimico, Ph.D.
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Abstract

Title: Combined Reaction of Amylosucrase and Cyclodextrin Glucanotransferase to Produce Cyclodextrins
from Sucrose and Cocoa Mucilage.”

Author: Leidy Rocio Pico Martinez™

Key Words: Cyclodextrins, Amylosucrase, Cyclodextrin glucanotransferase, one-pot synthesis, fusion
protein, cocoa mucilage.

Description: Cyclodextrins (CDs) are cyclic oligosaccharides composed of different numbers of
a-(1,4)-linked glucopyranose subunits. CDs are commercially produced from starch, through the action of
cyclodextrin glucanotransferase (CGTase), which generally catalyzes the cyclization of starch and related
a-(1,4)-glucans via intramolecular transglycosylation reactions. A recent work developed a novel
enzymatic process, utilizing sucrose as raw material instead of starch, to reduce time and energy
consumption of CDs production at the industrial level. In this process, a glucosyltransferase named
amylosucrase (AS) catalyses the synthesis of a-(1,4)-glucan polymers from sucrose molecules, opening the
possibility of exploring other commercially available sugar-rich substrates. The aim of this project was to
test the combined action of AS from Neisseria polysaccharea and CGTase from Bacillus macerans, to
produce CDs in a one-pot reaction from cocoa mucilage and sucrose as substrates. Two methodological
strategies were used: 1) test the combined actions of AS and CGTase added simultaneously. 2) To evaluate
the AS-CGTase fusion protein, which arises as a product of the tandem fusion of the AS and CGTase genes.
The first step involved the use of bioinformatics tools for the design and analysis of the AS-CGTase fusion.
As a result, 3D models of AS.CGTase acquired a conformation with two AS and CGTase subunits linked
by a GGGS motif and were analyzed based on molecular dynamics simulations (GROMACS) to select the
most stable ones from laboratory testing. In vitro analyzes showed that AS.CGTase behaves like a
multienzyme that is capable of synthesizing CDs (sucrose: a-CDs = 325 nmol, 8-CDs = 297 nmol and mucilage:
a-CDs = 287 nmol, B-CDs = 259 nmol) in a single step through the coupled reactions of AS and CGTase. In
general, experimental results demonstrated the ability of the dual enzyme reaction of AS+CGTase, and the
AS.CGTase fusion to produce CDs in a one-pot reaction, from non-conventional substrates such as cocoa
mucilage and sucrose. Cocoa mucilage is a promising substrate for the synthesis of CDs thanks to its
contribution of monosaccharides and oligosaccharides. The role of monosaccharides as an intermediate in
the polymerization reaction of a-(1,4)-glucans are discussed. These results can be applied in the future to
optimize CD bioconversion processes from cocoa mucilage or other substrates rich in sugar and that do not
require conventional industrial processing.

* Trabajo de Grado

** Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia
Director: Jorge Hernandez Torres, Bidlogo, Ph.D.
Director: Herminsul de Jests Cano Calle, Quimico, Ph.D.
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Introduccion

Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacaridos circulares compuestos de diferentes unidades
de D-glucopiranosa, unidas por enlaces (a-1,4 glucano) (Koh et al., 2016; Van Der Veen et al.,
2000). Se caracterizan por presentar una forma cénica con una cavidad interior hidrofobica y la
superficie exterior hidréfila (Tiwari et al., 2010). Esta configuracion les confiere la capacidad de
actuar como contenedores, atrapando moléculas en su cavidad interior (Gawande et al., 1999). En
consecuencia, las CDs han despertado gran interés, ya que llevan a cabo acciones como la
eliminacion de sustancias no deseadas de una mezcla, ayuda en la liberacion controlada de
farmacos, ademas retiene el sabor y aroma de los compuestos alimenticios (Mizrahi y Wezel, 1983;
Hedges, 1998; Gawande et al., 1999). Al estar presente en los alimentos, las CDs mejoran la
estabilidad de los componentes, prolongado la vida Gtil de los productos. También son utilizadas
para mejorar el valor nutracéutico de los alimentos, al encapsular compuestos como fitoesteroles
vitamina E, D y K, carotenoides y otros antioxidantes (Stewart et al., 1999). Dentro de los
productos alimenticios cotidianos, las CDs han sido exitosas en la produccién de jugos con
vitaminas, chicles aromatizados y, en la industria del cacao, en la elaboracion barras de chocolate
con mejores sabores, aromas y contenido nutricional (McKee & Karwic 2006). Las CDs son
producidas comercialmente a partir de almidén, como resultado de reacciones de
transglicosidacion, comdnmente conocidas como ciclizacion. Esta reaccion es catalizada por la
enzima ciclodextrina glucosiltransferasa, i.e., CGTasa (Schmid, 1989; Crabb & Mitchinson,
1997). En la naturaleza, las CGTasas son producidas por diferentes géneros del reino bacteriano,
tales como Bacillus, Klebsiella, Pseudomonas, Brevibacterium y Micrococcus (Gawande et al.,
1999). Bacillus es el principal género, con varias especies productoras y enzimas mayormente

caracterizadas (Gawande et al., 1999).
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Recientemente, la demanda de CGTasa ha sido considerable debido a su rol fundamental
en la produccion de CDs (Han et al., 2014). Los estudios para la produccion de CGTasa a nivel
industrial se han enfocado en la optimizacion de la expresion recombinante en E. coli y otros
hospederos (Jeang et al., 2005; Bonilha et al., 2006; Jemli et al., 2008; Kriaa et al., 2012; Han et
al., 2014; Sonnendecker et al., 2017). Por otro lado, se han adelantado esfuerzos para mejorar la
estabilidad frente a solventes organicos y altas temperaturas, mediante la fusion con otras proteinas
y etiquetas de péptidos (Kaulpiboon et al., 2010). No obstante, el almidén utilizado como materia
prima para la produccion industrial de CDs debe pasar por procesos previos con alto consumo de
tiempo y temperatura (>90 °C), ya que el almiddn en su estado natural no puede ser utilizado por
la enzima (Koh et al., 2016). Ademas, los estudios han demostrado que el proceso descarta
alrededor del 80% de material residual, con almidon como sustrato (Biwer et al., 2002; Urban et
al., 2012). Los trabajos recientes han sido direccionados hacia mejorar la produccion de CDs con
bajo consumo de energia, y con metodologias mas limpias y naturales. Un reporte reciente explord
la produccién de CDs utilizando sacarosa como sustrato, en lugar de almidén (Koh et al., 2016).
La estrategia consistio en la accién conjunta de dos enzimas adquiridas comercialmente: la
amilosacarasa de Neisseria polysaccharea (NpAS) para producir a-(1,4)-glucanos lineales
(almidon modificado) y la CGTasa de Bacillus macerans para producir a-, - y y-CDs a partir de
los glucopolimeros, mediante la reaccion de ciclizacion. En dicha reaccion, se logré obtener cerca
de 21% de produccién de CDs (Koh et al., 2016). Los resultados de Koh et al. (2016) resultan
alentadores, ya que pueden ser aplicados a futuro en la produccion de CDs en masa que pueden
ser incluidas en la industria alimenticia y farmacéutica. No obstante, es muy probable que, con la

aplicacidn de la ingenieria de proteinas, esta tecnologia sea susceptible de mejoramiento.
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La amilosacarasa (AS) es una a-glucosiltransferasa bacteriana (EC 2.4.1.4) que, con
sacarosa como sustrato, cataliza la biosintesis de polimeros similares a la amilosa (a-1,4 glucano),
con liberacion concomitante de fructosa (Poctoki et al., 2000; Pizzut-Serin et al., 2005). Esta
enzima versatil lleva a cabo tres reacciones diferentes: 1) Hidrolisis de sacarosa para liberar
moléculas de glucosa y fructosa. 2) Polimerizacion, en donde la glucosa inicialmente liberada se
utiliza como aceptor para producir maltosa. Las transferencias sucesivas de unidades glucosidicas
dan como resultado la produccion de un polimero similar a la amilosa. 3) Sintesis de isomeros de
sacarosa (turanosa, isomaltosa, trehalulosa) (Cambon et al., 2014; Montalk et al., 2000; Skov et
al., 2013). A diferencia de otras enzimas de su familia, la AS no requiere de azUcares activados
como donadores (Zhang et al., 2017a). Gracias a esta propiedad Unica, las amilosacarasas han sido
aplicables en la produccion industrial de glucopolimeros hiperramificados y otros glucanos
conjugados (Tian et al., 2018). Actualmente, los estudios sobre esta enzima se han centrado en la
produccién de AS recombinantes, porgue no ha sido rentable extraerlas de las bacterias de origen.
Se ha logrado la obtencion de AS recombinantes con mejores rendimientos, gracias a la
optimizacion de los sistemas de expresion bacterianos y a la construccion de quimeras con
proteinas de fusidn (ej. glutation S-transferasa y diacilglicerol aciltransferasa) (Montalk et al.,

1999; Emond et al., 2008).

El grupo de Investigacion en Fisicoquimica Tedrica y Experimental de la Escuela de
Quimica llevé a cabo un macroproyecto enfocado hacia el aprovechamiento del fruto del cacao y
sus subproductos. Colombia es el cuarto productor de cacao en Latinoamérica después de Brasil,
Ecuador y Republica Dominicana. Para 2012, se alcanzd una produccion alrededor de 50.000 ton

(Ortiz-Rodriguez et al., 2016). Dentro de este sistema de produccidn, se genera un gran volumen
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de residuos que no son utilizados, y que, generalmente, quedan acumulados en los cultivos,
favoreciendo el crecimiento de microorganismos y plagas. Cada ton de semilla representa cerca
de 10 ton de céscara (peso fresco) y de 800 kg de semillas frescas derivan aproximadamente 40 L
de pulpa o mucilago (Ortiz y Alvarez, 2015). En la actualidad, debido a sus caracteristicas y
contenido de azucares, el lixiviado de mucilago de cacao se emplea como materia prima para la
preparacion de productos alimenticios como refrescos, vinos y mermeladas (Anvoh et al., 2009;
Oddoye et al., 2013). Sin embargo, el lixiviado de mucilago puede aprovecharse en otros frentes,
pues producido en exceso, como ocurre actualmente, termina siendo descartado como desecho.
Una alternativa por explorar seria el uso combinado de una AS y una CGTasa para producir CDs.
Producir ciclodextrinas a partir de lixiviados de mucilago de cacao afiadiria un valor agregado a
los productos alimenticios derivados del cacao, como la elaboracién de jugos, barras de chocolate,
entre otros. Producir CDs por este método, implica una estrategia de produccion ecoldgica, limpio
y libre de quimicos ya que, ademas de mitigar la contaminacion y los problemas que surgen a partir
de la acumulacion residual del mucilago, es una forma segura y natural para producir estas

sustancias quimicas incorporadas en los alimentos.

En este contexto, el presente trabajo de grado tuvo como objetivo evaluar la accion
combinada de la AS de N. polysaccharea y la CGTasa de B. macerans para producir CDs en una
sola reaccidn, a partir de sustratos no convencionales como la sacarosay los lixiviados de mucilago
de cacao. Para este fin, se sigui6 dos enfoques metodoldgicos: 1) evaluar la accion combinada de
la AS y la CGTasa recombinantes, agregadas simultaneamente en la reaccion. 2) mediante la
accion de la proteina AS-CGTasa recombinante, construida a partir de la fusion de los genes AS 'y

CGTasa. Los resultados experimentales demuestran la capacidad de la reaccion acoplada de la AS
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y la CGTasa con lixiviados de mucilago de cacao, para producir CDs en un solo paso. Ademas, se
reporta por primera vez una proteina fusion AS-CGTasa bifuncional, que conserva la funcién de
cada uno de sus dominios AS y CGTasa, con los sustratos convencionales (sacarosa y almidon).
Asimismo, la AS-CGTasa tiene la capacidad de sintetizar CDs a partir de sacarosa y lixiviados de
mucilago de cacao, mediante la sinergia de las reacciones de polimerizacion de la AS y ciclizacion
de la CGTasa. Estos resultados sirven como punto de partida para optimizar los procesos de
bioconversion de CDs a partir de lixiviados de mucilago de cacao u otros sustratos ricos en azucar
y que no requieran de los procesamientos industriales convencionales. La sintesis de CDs a partir
de un sustrato natural como el lixiviado de mucilago de cacao, aporte un valor agregado, ya que
su produccién implica un proceso mas natural que podria ser incorporado en la industria

alimenticia, incluida en la linea de produccion de alimentos derivados del cacao.
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1. Objetivos

1.2 Objetivo General

Evaluar la accion combinada de la amilosacarasa (AS) y la ciclodextrina
glucosiltransferasa (CGTasa), para la produccion de ciclodextrinas a partir de la sacarosa y

lixiviados del mucilago de cacao.

1.3 Objetivos Especificos

e Construir los vectores de expresion recombinantes con los genes que codifican para la AS
de Neisseria polysaccharea, la CGTasa de Bacillus macerans y una fusién AS-CGTasa .

e Sobreexpresar en Escherichia coli las proteinas recombinantes.

e Comprobar las actividades enzimaticas con extractos crudos de las enzimas recombinantes
utilizando sacarosa y mucilago de cacao como sustrato.

e Constatar la produccion de CDs mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF).
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2. Materiales y métodos

2.1 Disefio in silico de las enzimas recombinantes AS, CGTasay fusion (AS-CGTasa).

2.1.1 Disefio de las estructuras primarias de las proteinas AS, CGTasay AS-CGTasa.
Las secuencias aminoacidicas de la AS de Neisseria polysaccharea (Skov et al. 2001) y la
CGTasa de Bacillus macerans (Klein & Schulz 1991) fueron seleccionadas de la base de datos

RCSB Protein D2.ata Bank (codigos PDB 1g5a y 4jcl, respectivamente).

2.1.2 Modelado 3D de la proteina de fusion AS-CGTasa.

La combinacién de modelos 3D se llevd a cabo en el portal SynLinker (Yu et al. 2015).
Para el disefio de la proteina de fusion, las estructuras 3D de la AS y la CGTasa fueron
concatenadas utilizando los motivos GGGGS(n) y GGGS(n) como region linker (Argos 1990;
Cortes, Wedd, & Xiao 2015; Yu et al. 2015). Seleccionados los linkers de interés, se procedi6 a
fusionar los archivos PDB, utilizando las estructuras cristalinas de referencia, i.e., 1g5ay 4jcl. La
conservacion geometrica de las estructuras se determin6 mediante superposicion 3D de moldes y
modelos, utilizando el programa PyMOL 1.7.0 (Schrodinger, LLC. 2010). La validacién de los
modelos se realiz6 utilizando los servidores PROSA, SAVES y Rampage Ramachandran. Los
diagramas de Ramachandran (Ramachandran, Ramakrishnan, & Sasisekharan 1963) se
construyeron con el servidor web PROCHECK (Laskowski et al. 1993).
2.1.3 Evaluacion de la estabilidad estructural de los modelos mediante dindmica molecular

Las simulaciones de dindmica molecular se llevaron a cabo utilizando el programa

GROMACS 5.1 (Abraham et al 2019). Se utilizé el campo de fuerza OPLS-AA (Jorgensen,
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Maxwell, & Tirado-Rives 1996), incluido en GROMACS 5. El sistema fue solvatado dentro de
una caja cubica, empleando el modelo de agua SPC-216 (Simple Point Charge) (Berendsen et al.
1981). Las cargas de cada complejo fueron neutralizadas con 100 mM NaCl. Se llevé a cabo una
minimizacion de energia para lograr un valor de energia potencial maxima de 1000 kJ/mol. El
sistema fue equilibrado bajo condiciones isotérmicas e isobaricas a temperatura constante de 300
K (NVT) y presion de 1 bar (NPT). Finalmente, la trayectoria fue obtenida durante 10 ns de
simulacion, utilizando la opcion mdrun de GROMACS. La estabilidad de los modelos fue evaluada
mediante la comparacion de la desviacion cuadratica media (RMSD) vy el radio de giro (Rg)
(Abraham et al. 2015). Se hicieron pruebas de estabilidad y flexibilidad in silico, variando el orden
N-terminal y C—terminal de las proteinas y el nimero de repeticiones de los motivos GGGS y
GGGGS. Se contrastaron las variantes AS N-termina—CGTasa c-terminat Y CGTasa N-termina—AS c-

terminal (ver resultados).

2.1.4 Disefio de los vectores recombinantes pET-GST-AS-His, pET-DacD-cgt-His y pET—
DacD-AS-cgt-His.

Para la construccion del plasmido pET-GST-AS-His recombinante, el ORF inici6 con 687
pb del gen de la enzima glutation S-transferasa (GST, Genbank: U78874.1), entre los sitios Nde |
y Bam HI del vector pET-21a, seguidos de 1908 pb codificantes para la AS de N. polysaccharea
(Genbank: AJ011781.1). Trabajos anteriores han demostrado que la fusion in frame GST-AS
favorece la expresion recombinante de la AS (Joucla et al. 2004; Montalk et al. 1999; Montalk et
al. 2000). Al final del ORF, se afiadieron los nucleé6tidos codificantes para una etiqueta de

polihistidina (His-Tag), para futura purificacion en columna de afinidad.
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Igualmente, el vector pET-DacD-cgt-His inicié con la adicion de 63 pb del péptido sefial DacD,
para mejorar la expresion recombinante (Sonnendecker et al. 2017). Seguidamente, se clono el
ORF del gen a—cgt de B. macerans (Genbank: M12777.1) in frame, entre los sitios de restriccion
Nde I y Bam HI del vector pET-21a.

Finalmente, el ORF de la fusion AS-CGTasa mas estable, segun las simulaciones bioinformaticas,
se construyé afiadiendo en orden consecutivo 63 pb del péptido sefial DacD, las secuencias
nucleotidicas de la AS y la CGTasa (conectadas por el linker GGGGS) y, finalmente, una etiqueta
de polihistidina (His-Tag). El constructo en su conjunto, clonado en el mismo vector, se denominé
pET-DacD-AS-cgt-His. La sintesis quimica de los genes, previa optimizacion con el uso de

codones de E. coli, fue contratada con la empresa General Biosystems.

2.2 Sobrexpresion en Escherichia coli de los polipéptidos GST-AS-His,

DacD-CGTasa-His y DacD-AS-CGTasa-His.

2.2.1 Transformacion de E. coli.

E. coli BL21(DE3) fue transformada con los plasmidos pET-GST-AS-His, pET-DacD-
cgt-His, pET-DacD-AS-cgt-His y pET-21d-NR (control negativo). Los precultivos fueron
incubados durante la noche, en 5 ml de medio Luria-Bertani (LB) a 37 °C y agitacién a 180 rpm.
Un ml de cultivo se repic6 en 20 ml de medio LB hasta alcanzar una OD600nm = 1.0. Se procedid
a preparar células competentes para la transformacion por tratamiento con CaClz, segun Sambrook
& Russel (2001). Posteriormente, fueron transformadas con los plasmidos anteriormente citados,

siguiendo las instrucciones de los mismos autores.
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2.2.2 Control de fidelidad de los constructos.

De las cepas transformadas, se seleccionaron colonias unicas que fueron utilizadas para
minipreparaciones de ADN de plasmido en pequefia cantidad (Sambrook & Russel 2001). Los
plasmidos extraidos fueron sometidos a analisis de restriccion con las enzimas Nde | y Bam HI, en
las condiciones descritas por el proveedor (Fermentas). Los productos de la digestion fueron
visualizados en geles 0,8% agarosa y coloreados con GelGreen Nucleic Acid Gel Stain, 10.000X

(Biotium).

2.2.3 Expresion heterdloga de las proteinas recombinantes.

Las cepas seleccionadas de E. coli BL21(DE3) recombinante fueron cultivadas en 5 ml de
medio LB con 100 pug/ml ampicilina, a 37 °C y agitacién a 180 rpm, durante toda la noche. Los 5
ml de precultivo se adicionaron a 250 ml de medio LB + 100 pg/ml ampicilina e incubados en las
mismas condiciones, hasta alcanzar una OD600nm = 0.6. Las células fueron sedimentadas
mediante centrifugacion a 5000 g por 5 min a 4 °C y resuspendidas en el mismo volumen de medio
LB fresco [pET-GST-AS-His (Albenne, Potocki De Montalk, et al. 2002) y pET-DacD-AS-cgt-
His] y Terrific Broth (TB) [pET-DacD-cgt-His (Li et al. 2010)]. La expresion fue inducida
mediante la adicion de 1 mM [pET-GST-AS-His] (Emond et al. 2007; Joucla et al. 2004) y 0.5
Mm IPTG [pET-DacD-cgt-His y pET-DacD-AS-cgt-His] (Sonnendecker et al. 2017) e
incubacion a 25 °C con agitacion, hasta alcanzar una OD600nm = 1.0. Alicuotas de 15 ml de
cultivo fueron recuperadas a0, 2, 4, 6, 12 y 24 h, después de induccién con IPTG. De cada alicuota
se efectud la separacion de las fracciones de medio (FM) y citoplasma insoluble (FIC) siguiendo

el manual de Novagen para el sistema pET (10th Ed.).
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2.2.4 Solubilizacion de Proteinas

Para solubilizar las proteinas recombinantes se modificaron los protocolos reportados en
el manual “Purifying Challenging Proteins” (GE Healthcare 2007) y (Kim et al. 2000), asi:
Centrifugar 15 ml de cultivo (post-induccién) a 10.000 g a 4 °C durante 10 min y descartar el
sobrenadante. Luego, resuspender el pellet en 7 ml de buffer 20 mM Tris-HCI pH 8.0. Después,
sonicar las células en hielo, amplitud 65%, pulso 5 x 10 s, durante 5 min. Centrifugar la suspension
a 20.000 g a 4 °C durante 30 min. Descartar sobrenadante. Posteriormente, resuspender el pellet
en % vol de solucion fria de: 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 20 mM EDTA, 100 mM NacCl, 2% Tritén
X-100. Sonicar nuevamente bajo las mismas condiciones mencionadas. Finalmente, la suspension
se centrifuga a 20.000 g a 4 °C durante 30 min y se colecta el sobrenadante con las proteinas

solubilizadas, llamada Fraccion Soluble (FS).

2.3 Ensayos de Actividad
Para todos los ensayos de actividad, se utilizd como muestra control los extractos proteicos

del clon pET-21d no recombinante (pET-21d-NR).

2.3.1 Ensayo de actividad AS: determinacion de azUcares reductores

La actividad de hidrdlisis de GST-AS-His y DacD-AS-CGTasa-His fue determinada a 40
°C, midiendo la concentracion de azucares reductores liberados mediante el método colorimétrico
con acido 3.5-dinitrosalicilico o DNS (Sumner & Howell 1934), en un espectrofotometro
Shimadzu UV-VIS 1800. La mezcla de reaccion de 2 ml incluia: 1 ml 1X Buffer fosfato pH 7.0,
500 pl de extracto proteico (FIC) y 0.1 M sacarosa como sustrato control. La reaccion fue incubada

por 10 min a 40 °C y se detuvo agregando 1 ml de DNS, seguido de calentamiento a 95 °C por 10
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min. Para cuantificar la concentracion de azUcares reductores, primero se llevé a cabo una curva
estandar utilizando fructosa. Una unidad (1 U) de AS fue definida como la cantidad de enzima que

libera 1 pmol de fructosa por min.

2.3.2 Ensayo de actividad CGTasa: Produccion de CDs a partir de almidon

Para evaluar la produccion de CDs por la actividad de ciclizacion de la CGTasa, se utilizd
el método colorimétrico de fenolftaleina propuesto por Makela et al. (2000). La fenolftaleina actta
como compuesto acomplejante de la B-CD presente en la solucion. Por lo tanto, en presencia de -
CDs, la solucion se tornara de color rosado claro. Para evaluar la concentracion de B-CDs, primero
fue necesario realizar una curva de calibracion estandar de 0 a 2 mg/ml de estandares comerciales
de B-CDs, con una solucion de 0.4 mM fenolftaleina y 1 M NaCO3. La concentracion de -CD
fue determinada midiendo el AA 550 nm (Makela et al. 2002), en un espectrofotometro Shimadzu
UV-VIS 1800, a temperatura ambiente.
Igualmente se evalu6 la produccion de a-CDs para las mejores condiciones de reaccion, utilizando
el método colorimétrico de naranja de metilo, propuesto por Lejeune (1989) (Lejeune, Sakaguchi,
& Imanaka 1989). El método se basa en la disminucién de la absorbancia cuando una solucion de
naranja de metilo forma complejo con las a-CDs producidas en la reaccion (Cramer, Saenger, &
Spatz 1967). Se realiz6 una curva de calibracion estandar de 0 a 1 mg/ml de estandares comerciales
de a-CDs, con una solucién de 0.035 mM naranja de metilo y 0.3 N HCI, por 20 min a 16 °C. La
concentracion de a-CDs fue determinada midiendo el AA 546 nm (Lejeune, Sakaguchi, & Imanaka
1989) en un espectrofotdémetro Shimadzu UV-VIS 1800, a temperatura ambiente.
La mezcla de reaccién de 2.5 ml incluia: 1 ml de 50 mM Tris-HCI pH 8.0; 1 ml de extractos crudos

de DacD-CGTasa-His y DacD-AS-CGTasa-His (FM y FS); como sustrato control, una solucion
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de 1.5% almidon de yuca, diluido en el buffer de reaccion y autoclavado durante 5 min. La
preparacion fue incubada durante 30 minutos a 45 °C. La reaccion se detuvo con calentamiento a
95 °C y enfriamiento durante 10 min. Posteriormente, a 700 pl de reaccion fueron agregados 300

ul de fenolftaleina; se dejé reposar durante 10 min y se procedio a medir la OD550nm.

2.3.3 Determinacion del pH 6ptimo

Para determinar el pH Optimo en las reacciones, se prepararon mezclas siguiendo las
especificaciones de los numerales 2.3.1 y 2.3.2. Los intervalos de pH evaluados fueron los
siguientes: buffer 50 mM Citrato pH 3.0 y pH 4.0, buffer Acetato de sodio pH 5.5, buffer 1X
Fosfato pH 7.0, buffer 50 mM Tris-HCI pH 8.0 y buffer 50 mM Glicina-NaOH pH 10 (Sambrook

& Russel 2001).

2.3.4 Produccion de CDs por reaccién combinada de GST-AS-His y DacD-CGTasa-His
Para sintetizar CDs en una sola reaccion (3 ml finales), extractos crudos de 0.588 mg/ml
GST-AS-His (0,5 ml) y 1.23 mg/ml de DacD-CGTasa-His (1 ml) fueron incubados con 0.1 M
sacarosa en 1 ml de 50 mM Tris-HCI pH 7.5, durante 24 h a 45 °C. La reaccion fue detenida por
calentamiento durante 10 min y enfriamiento. Posteriormente, la mezcla de reaccién fue
centrifugada a 9000 g por 10 min a temperatura ambiente. La produccion de CDs se corroboro,

adicionando 600 ul de mezcla de reaccién a 200 ul de fenolftaleina, al igual que en el item 2.3.2.

2.3.5 Produccion de CDs por DacD-AS-CGTasa-His a partir de sacarosa
Se prepard una mezcla de reaccion de 2.5 ml de vol final que contenia: 1 ml de extractos

crudos de (1.096 mg/ml) DacD-AS-CGTasa-His, 1 ml de 50 Mm Tris-HCI pH 7.5y 0.1 M
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sacarosa. Se siguieron las condiciones de incubacion y cuantificacion de CDs mencionadas

anteriormente.

2.3.6 Produccion de CDs a partir de lixiviados de mucilago de cacao

Se siguid la metodologia de los items 2.3.4 y 2.3.5. Para neutralizar el pH acido del
mucilago, se prepar6 una solucién 2 : 1, de lixiviado de mucilago de cacao : 0,5 M Tris-HCI pH
8.0. Posteriormente, se prepararon reacciones de 3 ml que contenian: 0.588 mg/ml crudos de
GST-AS-His (0.5 ml) y 1.23 mg/ml crudos de DacD-CGTasa-His (1 ml), 1 ml de 50 mM Tris-
HCI pH 7.5 y 1 ml de la solucién de mucilago de cacao, por 24 h a 45 °C. Para la reaccién de la
fusion DacD-AS-CGTasa-His, la mezcla de reaccion fue la misma que para el item 2.3.5,
reemplazando la sacarosa por 1 ml de solucion de mucilago de cacao. La cuantificacién de CDs se
realizé con el método de fenolftaleina y naranja de metilo siguiendo las condiciones anteriormente

relacionadas.

2.3.7 Determinacion de la concentracion de proteinas
La concentracidn de proteina total en los extractos crudos de FM, FIC y FS (en mg/ml) se
determind mediante el microensayo de Bradford (Ernst and Zor 2010), propuesto en el manual de

Ausubel (1992). Como proteina de referencia se usé Albumina de Suero Bovino (BSA).

2.3.8 Célculo de las actividades enziméticas
Para la actividad AS con el método de DNS, una unidad enzimética (1 U) fue definida
como la cantidad de enzima que cataliza la liberacion de 1 umol de fructosa por min de reaccion.

En el caso la actividad CGTasa con los métodos de fenolftaleina y naranja de metilo, una unidad
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enzimatica fue definida como la cantidad de enzima que es capaz de producir 1 pumol de CDs por
min de reaccién. La actividad especifica (AE) se calculé con base en el numero de unidades
enzimaticas por mg de proteina en extractos crudos. Para las pruebas de actividad de la proteina
fusion AS-CGTasa y la accion combinada AS + CGTasa con mucilago de cacao y sacarosa, se
calcul6 el niumero de pmol™ min partiendo de la concentracion final de producto y el tiempo de

reaccion.

2.3.9 Electroforesis Desnaturalizante de Proteinas (SDS-PAGE)

Los extractos proteicos de las fracciones FM fueron separados por electroforesis
desnaturalizante en geles 9% SDS-PAGE, de acuerdo con el protocolo sugerido por Laemmli
(1970). Se empled el Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, USA) como marcador de

peso molecular.

2.4 Andlisis estadistico

En todos los ensayos de actividad enzimética y produccion de a-CDs y B-CDs producidas,
se utilizo un disefio experimental completamente aleatorio con tres réplicas. De cada uno de los
resultados, se calcularon los valores medios de actividad especifica con sus correspondientes
desviaciones estandar. Los datos fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis,
utilizando el programa SPSS y se considerd un valor de significancia p < 0.05. Los gréaficos de

barras y curvas de crecimiento fueron realizados con el programa GraphPad Prism 6.0.
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2.5 Deteccion de CDs por espectrometria de masas (MALDI-TOF)

Para constatar la produccion de las CDs (a, B, y ), el producto de las reacciones anteriores
fue analizado por la técnica analitica de espectrometria de masas MALDI-TOF-MS (Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry). El producto de cada
reaccion fue centrifugado a 9000g 25 °C durante 10 minutos. Luego, 1 ul de sobrenadante, con el
contenido de CDs, fue mezclado con un 1.0 pl de acido 2.5-dihidroxibenzoico (DHB) (10 mg/ml)
utilizado como matriz. Se utilizaron estandares comerciales de a, B, y y CDs (USP Reference

Standards), como control y punto comparacion de los espectros de masa molecular.

3. Resultados

3.1 Disefio in silico de los polipéptidos GST-AS, DacD-CGTasa y DacD-AS-CGTasa.

3.1.1 Seleccion de estructuras de las proteinas AS y CGTasa

El punto de partida para la construccién de una fusion AS-CGTasa viable fue la busqueda
de estructuras 3D disponibles en la PDB. Seleccionamos la AS de N. polysaccharea que es la Gnica
que, ademas de contar con estudios bioquimicos, moleculares de mutantes y estructurales (Skov,
Mirza, Henriksen, De Montalk, et al. 2001), también tiene una estructura libre de sustratos (PDB
1g5a). La isoforma de N. polysaccharea tiene un peso molecular de 72.3 kDa y constituye de
monomero de 628 residuos aminoacidicos. La AS pertenece a la familia de la glucésido hidrolasa
(GH) 13, superfamilia a-amilasa (Davies & Henrissat 1995). La estructura 3D consta de cinco
dominios denominados N, A, B, B’ y C (Figura 1a), de los cuales B’ y N son exclusivos de la AS

(Pizzut-Serin et al. 2005).
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Una situacion similar ocurrié con la busqueda de estructuras de la CGTasa. Solo la
estructura 3D de la isoforma de B. macerans (PDB 4jcl) esta libre de sustratos y cuenta con
bastantes estudios bioquimicos y moleculares (Wu et al., 2014). Al igual que la AMS, la CGTasa
hace parte de la familia GH 13, superfamilia a-amilasa (Qi & Zimmermann 2005). La proteina
tiene un peso molecular de 76.9 kDa (Figura 1b) y consta de 714 aminoacidos distribuidos en cinco
dominios A (A”), B, C, Dy E (Chang, Irwin, & Nikolov 1998). En conclusion, las estructuras 1g5a
y 4jcl fueron seleccionadas para la construccion de la proteina de fusion, por lo cual se procedio a

realizarles las pruebas bioinformaticas sustanciales.

Figura 1.

Dominios estructurales de la AS (PDB 1g5a) y la CGTasa (PDB 4jcl).

Nota: Estructura PDB de las proteinas moldes para la construccion de la proteina fusion y las
proteinas individuales.
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3.1.2 Seleccion de linkers para la fusion de ORFs

La seleccion de la region linker entre proteinas de fusion es fundamental para reducir el
impedimento estérico y conservar la estructura y funcién individual de cada proteina (Chen, Zaro,
& Shen 2013; Yu et al. 2015). Las bases de datos ofrecen una amplia gama de posibilidades; no
obstante, los linkers elegidos, i.e., [GGGGS]n y [GGGS]n, son de los motivos mas utilizados por
su flexibilidad y disponibilidad para construir modelos 3D (Horikawa et al. 2010; Van Rosmalen,
Krom, & Merkx 2017). Se ha establecido que ambos motivos permiten a las proteinas fusionadas
desarrollar sus actividades individuales (Argos 1990; Chen, Zaro, & Shen 2013). Por todo lo
anterior, se incluyeron los motivos [GGGGS]n y [GGGS]n dentro de las simulaciones de dindmica
molecular, para elegir la combinacion méas adecuada. La idea era obtener la mejor compactacion
sin comprometer la flexibilidad y al mismo tiempo preservar la estabilidad en solventes acuosos,
a través de la formacion de enlaces de hidrogeno con el agua (Argos 1990; Chen, Zaro, & Shen
2013; George & Heringa 2002). La longitud del nimero de repeticiones en tandem de los motivos
[GGGS]ny [GGGGS]n (1-4) se ajustaron mediante ensayo y error, apoyados en los resultados de

dindmica molecular, como se describe a continuacion.

3.1.3 Modelamiento de estructuras 3D y eleccion de la estructura primaria de la fusion

Un segundo punto critico en el disefio de la fusion fue la eleccidn del orden consecutivo de
las proteinas individuales, entre AS-CGTasay CGTasa-AS. Esta establecido que ciertos dominios
0 regiones de una de las proteinas puede afectar la funcionalidad de la otra (Chen, Zaro, & Shen
2013). Por consiguiente, fue necesario probar in silico las dos combinaciones posibles, i.e.,

AS-CGTasay CGTasa-AS, enlazadas por los linkers seleccionados. Como resultado se evaluaron
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ocho posibles variantes de proteina fusion: AS:[GGGGS]1-4-CGTasa y CGTasa -[GGGGS]i-

4-AS y dos variantes con motivos [GGGS].

Se procedio a evaluar la flexibilidad y estabilidad de modelos tridimensionales de cada
variante de fusion, con el portal web SynLinker (Liu, Chin, & Lee 2015). El primer paso fue
conseguir modelos 3D de los linkers y afortunadamente [GGGGS]i14 y [GGGS] estaban
disponibles en la base de datos. El paquete ‘fusedomains’ de SynLinker (Liu, Chin, & Lee 2015)
inicid con la estructura atdbmica resuelta para cada polipéptido y los linkers anteriormente
seleccionados. En 5 pasos fundamentales se construyeron los modelos: 1) Traduccion de
coordenadas; 2) comprobacion de choques estéricos; 3) rotacion de coordenadas; 4) fusion de
dominios; y 5) minimizacion de energia. De 10 fusiones testeadas, SynLinker modelé con éxito
seis estructuras, tres para AS-CGTasa y tres para CGTasa-AS. En la Tabla 1 se muestran las
variantes viables y se excluyeron las que no pasaron el nimero umbral de rotacion exigido y
reportaron errores.

Tabla 1.

Informacion general de los modelos obtenidos por el portal web SynLinker.

Modelo Abreviatura Linker AA EM
AS-[GGGS];-CGTasa AS iCGT 629GGGS32 1319  -249.87
AS.[GGGGS];-CGTasa | AS.sCGT 29GGGGSGGGGSGGGS™ 1330  -240.93
AS-[GGGGS],-CGTasa | AS.4CGT 9GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS™ 1335  -252.41
CGTasa-[GGGGS]i-AS | CGTLIAS 685G GGGSE® 1317 -251.22
CGTasa: [GGGGS]:AS | CGTL3AS 885GGGGSGGGGSGGGSH® 1327 -252.56
CGTasa-[GGGGS];-AS | CGTwAS 885GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS™ 1332  -249.77
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Nota: Longitud AA = Longitud de aminoacidos, EM = Energia de minimizacion

Con la herramienta Prosa web (Wiederstein & Sippl 2007), se evalud la calidad estructural
de los modelos de la Tabla 1. Como puede apreciarse en el Apéndice 1.1, los valores de Z-score
se encuentran dentro de los rangos tipicos encontrados en proteinas nativas resueltas
experimentalmente por cristalografia de rayos X. Por lo tanto, se concluy6 que las estructuras 3D
se encuentran dentro de un rango de puntuacion de calidad aceptable, para continuar con los demas
andlisis bioinformaticos. Seguidamente, se representaron diagramas de Ramachandran de los
modelos, para evaluar la calidad estereoquimica (detalles en el Apendice 1.2). Como puede
apreciarse en la Tabla 2, los modelos AS 1CGT y AS 3CGT presentaron >90% de aminoacidos en
regiones favorables y solo 0,1% en regiones no permitidas, revelando una muy buena calidad de
los modelos. Los demas modelos presentaron una calidad estereoquimica aceptable, ya que 86—
87% de los residuos se observan en las regiones favorables, ~12% en las regiones permitidas y
solo 0.2-0.3% en las regiones no permitidas. Se comprob6 la validez de las estructuras 3D y se

consider6 que los modelos cumplian con las condiciones para nuevos analisis.

Tabla 2.
Resumen de los valores obtenidos en los graficos de Ramachandran para los aminoacidos

favorables y no favorables de los modelos 3D.
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Parametros ASL1CGT ASL3CGT ASLsCGT CGTLiIAS CGTL3AS CGTL4AS
evaluados

Regiones 1032 1032 1001 991 991 1009
favorables [90.4%] [90.3%] [87.5%] [86.9%] [86.9%] [86.9%]
Regiones 104 103 133 138 143 139
adicionales [9.1%] [9.0%] [11.6%] [12.1%] [12.5%] [12%]
permitidas
Regiones 4 7 7 10 7 10
generosamente [0.4] [0.6%] [0.6%] [0.9%] [0.6%] [0.9%]
repetidas
Regiones no 1 1 3 2 2 3
permitidas [0.1%] [0.1%] [0.3%] [0.2%] [0.2%] [0.3%]

Una visién global de la representacion 3D (Figuras 2 y 3), revela que los modelos de fusion
de la Tabla 1 conformaron dos dominios grandes (subunidades) y bien definidos, con una region
linker (color rojo) cada vez mas larga y flexible. En el orden de proteinas AS-L,—CGTasa, los
linkers no adoptaron estructuras secundarias canonicas, pero si el mismo nimero de residuos,

incluyendo los dos ultimos residuos de la AS y los 16 los primeros aminoacidos de la CGTasa.

El modelo ASL1CGT (Figura 2a) presentd un linker con una longitud de 22 residuos (627
a 648), formando dos bucles antiparalelos. Para el modelo AS 3CGT (Figura 2b) el linker forma
un bucle con los motivos GGGGS (cian), seguido de una regién irregular (rojo), con una longitud
de 33 aminoécidos, i.e., 627 a 659. Finalmente, el modelo AS.4CGT (Figura 2c¢) dio como
resultado un largo linker (amarillo) de 38 residuos (627 a 664), con un patrén lineal. Ademas de
la longitud y conformacidn de las regiones linker, otro aspecto que diferencio6 a los modelos fue la
posicidn relativa en el espacio de las regiones N-terminal y C—terminal. Como se aprecia en la
Figura 2a, en ASL1CGT y ASL4CGT la region N-terminal de AS se ubica en la zona superior —

central, mientras que el extremo C—terminal de la CGTasa se posiciona en el lado opuesto. En
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cambio, en el modelo ASL3CGT los extremos N-terminal y C-terminal de la AS se encuentran en
el mismo plano. Esta disposicion de los extremos refleja una mayor libertad de movimiento entre
subunidades y mas adelante se explica el impacto estructural y sobre todo funcional de este

comportamiento.

Por otra parte, los modelos del orden CGTasa-[GGGGS]n-AS presentaron regiones linker
con una longitud menor (Figura 3), iniciando con los dos Gltimos aminoécidos (WQ) de la CGTasa
y terminando con los dos primeros residuos (PN) de la AS. El modelo CGT1AS exhibi6 un linker
de 10 residuos, i.e., 683-692 (Figura 3a). El linker del modelo CGT3:AMS, de 20 aminoacidos
(683 a 702) form6 un bucle extendido (Figura 3b). Finalmente, el modelo CGTsAMS,
conformado por 25 residuos aminoacidicos, i.e., 683 a 707, AS3CGT, presentd una porcion

alargada, con un final en zigzag.

En cuanto a la posicion relativa de las regiones N—y C—terminal, la flexibilidad fue similar
a la fusion AS-CGTasa. En efecto, en los modelos CGT1AS y CGT3AS, las regiones N—y C—
terminal se ubicaron en el mismo plano, mientras que en CGTL4AS se disponen de manera opuesta

(Figura 3).
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Figura 2.

Modelos AS:[GGGS]n-CGTasa SynLinker.

Linker (GGGS),

27 648
I1AGGGSSPDTSVDNKVNFSTDV

Linker (GGGGS),

627

659
IAGGGGSGGGGSGEEGSSPDTSVDNKVNFSTDV

Linker (GGGGS),

664
IAGGGGSGGGESGGEESGGEGSSPDTSVDNKVNFSTOV

Nota: Estructura 3D de los modelos de la fusion AS-[GGGS]n-CGTasa obtenidos con

SynLinker.a) ASL1CGT, b) AS 3CGT, ¢) ASL4CGT.
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Era valido suponer que la fusiéon de las proteinas AS y CGTasa tuviera repercusiones,
principalmente en la accesibilidad de los sitios de unién al sustrato. Para revelar la posicion relativa
de los centros cataliticos, se realizaron representaciones de superficie, resaltando los residuos
claves para la actividad enzimatica (Figura 4, Apéndice 2). En la Figura 4 se puede observar que
para el modelo ASL1CGT, los sitios activos AS y CGTasa se situaron libres de obstaculos y
ampliamente distantes. Contrariamente, los modelos AS 3CGT y AS4CGT reflejan una
disposicion en la que el sitio activo de la AS queda embebido entre las dos subunidades, con mayor
proporcion en ASL4CGT (Figura 4c). Lo anterior, podria configurar una desventaja, ya que algunas
regiones de la CGTasa podrian obstaculizar la debida interaccion entre el bolsillo de union y la
sacarosa. Por el contrario, el sitio activo CGTasa, en ambos modelos se localizé hacia los costados

externos de la proteina de fusion.

De otro lado, en los modelos CGTL1AS y CGT3AS, los sitios activos se ubicaron en el
mismo plano, pero distantes, sin obstruccion visible en los bolsillos de union (Figura4 dy e). Al
igual que con AS 1CGT, el modelo CGTLsAS presento los sitios activos CGTasa y AS en caras
opuestas (Figura 4f). Una de las funciones asociadas al dominio E de la CGTasa (Figura 1) es la

de servir como sitio de unién para el sustrato usual, i.e., almidon (Penninga et al. 1996)
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Figura 3.

Modelos 3D fusion CGTasa:[GGGS]n-AS SynLinker.

Linker (GGGGS),

683 692
WQGGGGSSPN

Linker (GGGGS);

683 702
WQGGGGSGGGESGGGGSSPN

Linker (GGGGS),

Nota: Estructura 3D de los modelos fusion CGTasa-[GGGS]n-AS obtenidos con el portal Web
SynLinker. a) CGTL1AS, b) CGTL3AS, ¢) CGTL4AS.
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Con base en lo anterior, es altamente probable que la funcion del dominio E, en el ordenamiento
CGTasa:-[GGGGS]n-AS pueda verse afectada, ya que la proximidad con el linker y la region N-

terminal de la AS podria obstaculizar el acceso al almidon.

Figura 4.

Sitios activos AS y CGTasa en los modelos 3D

ASL1CGT AS,,CGT

©

N-terminal
As

N-terminal
AS

CGT,AS et cidpint CGT,AS

C—terminal
CGT

C—terminal
d) CGT,AS

N- terminal C-terminal C-terminal
CGT As i ~

Caraopuesta

y C-terminal
C-terminal AS

Nota: Representacion en superficie de los modelos AS-CGTasa 'y CGTasaAS. Ubicacion del sitio

activo de cada dominio AS y CGTasa (verde) en visualizacion tipo Surface.

Para constatar la fidelidad de las estructuras con respecto a los modelos originales (1g5ay
4jcl), procedimos a realizar alineamientos 3D y calcular el RMSD entre pares estructuras (Figuras
5y 6). Los bajos valores de RMSD validan la correcta conformacion de las subunidades (Tabla
3).
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Figura 5.

Alineamiento estructural de los modelos AS-(GGGGS)n-CGTasa con las proteinas molde.

a)

b)

Nota: Superposicion de estructuras 3D de los modelos AS-(GGGGS)n-CGTasa con las proteinas

AS (morado) y CGTasa (rosado). a) ASL1CGT, b) AS.3CGT y ¢) ASLaCGT
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Figura 6.

Alineamiento estructural de los modelos CGTasa-(GGGGS)n-AS con las proteinas molde.

Nota: Superposicion de estructuras 3D de los modelos CGTasa-(GGGGS)n-AS con las proteinas

AS (morado) y CGTasa (rosado). a) CGTL1AS, b) CGT3AS y ¢) CGTL4AS.
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Tabla 3.
Valores de RMSD (Raiz de la Desviacion Cuadratica Media) generados a partir de los

alineamientos estructurales de los modelos con respecto a los moldes AS y CGTasa.

Modelo RMSD A RMSD A

[AS] [CGTasa]
ASLICGT 0.271 0.318
ASL3CGT 0.210 0.117
ASL4CGT 0.299 0.287
CGTL1AS 0.322 0.331
CGTL3AS 0.313 0.328
CGTL4AS 0.316 0.339

Tomados en conjunto los resultados del modelamiento se concluy6 que fue posible fusionar
las dos enzimas in silico, en cualquiera de las combinaciones AS-CGTasa 0 CGTasa-AS. Los
valores de RMSD indican que no se afectd la estructura de cada subunidad; ademas, los sitios
activos no se ven estructuralmente interferidos. En principio, al menos teéricamente, los dominios

AS y CGTasa podrian ser funcionales. Se procedi6 entonces a realizar pruebas de estabilidad.

3.1.4 Evaluacién in silico de la estabilidad de las fusiones mediante Dinamica Molecular
Con el fin de predecir la estabilidad estructural de los modelos viables, se llevaron a cabo
simulaciones de dindmica molecular (Pikkemaat et al. 2002). La calidad de cada estructura fue
evaluada mediante la trayectoria de RMSD y el Radio de Giro (RD) en 10 ns de simulacién. En la
Figura 7a se presentan las trayectorias de los modelos AS-[GGGGS]n-CGTasa, con respecto a las
estructuras de partida (AS y CGTasa). Los controles (proteinas AS y CGTasa) presentaron un valor
de RMSD de 0.16 +0.016 nm y 0.17 +0.018 nm, respectivamente. AS presentd una ligera
fluctuacion entre los 2.5 a 4.5 ns, mientras que CGTasa no presento variaciones. El valor RMSD

del modelo ASL1CGT indica que mantiene su equilibrio durante la trayectoria con un valor de 0.25
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+0.036 nm, presentando pequerfias fluctuaciones aprox. a los 5y 8 ns. AS.3CGT presentd un

comportamiento similar al anterior, pero con mayores picos de fluctuacion; el valor maximo de

RMSD fue 0.345 +£0.04 nm. ASLsCGT fue el modelo que presentd mayor variacion en los valores

de RMSD. En la parte inicial, se observa un comportamiento ascendente entre 0—4.5 ns, con

valores de 0.15 a 0.437 £0.07 nm. Puede concluirse que, bajo los pardmetros de la simulacién, los

modelos originales AS-CGTasa mantienen una trayectoria con pequefias fluctuaciones, pero

finalmente bastante estables. Los modelos con linkers cortos presentan una fluctuacion un poco

mayor que los controles, sin que el RMSD sufra una variacion significativa. En cambio, el

comportamiento conformacional otorgado por la regién linker al modelo AS 4CGT refleja un

aparente exceso de movilidad de las subunidades, proclive a la interferencia estérica, lo que podria

resultar innecesario para el propdsito de este trabajo.

Figura 7.

Trayectoria de estabilidad de los modelos 3D y las proteinas Molde.

- AS
CGT
- AS.CGT

AS5CGT

ASLCGT

Time (ns)

RMSD (nm)

09

08

0,7

CGT
 CGT,AS

. CGT.AS

. CGTAS

Time (ns)

Nota: Estabilidad estructural de los modelos calculada mediante dindmica molecular. a) Trayectoria
AS1CGT, ASL3CGT, ASL4CGT. b) CGTL1AS, CGTL4AS, CGTL3AS.
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Por el contrario, los modelos CGTasa:-[GGGGS]n-AS reflejaron una menor estabilidad
estructural (Figura 7b); en efecto, los valores de RMSD fueron superiores y las trayectorias con
picos irregulares durante los 10 ns de simulacion. CGTL1AS y CGTL4AS, presentaron la mayor
variacion con RMSD de 0.527 +0.06 y 0.433 +0.048, respectivamente. En las trayectorias se
evidencian fluctuaciones que no terminan de estabilizarse. CGT3AS presentd fluctuaciones entre
0-8 ns, con un valor maximo de RMSD = 0.319 £0.034, al final de los cuales la tendencia aparente
es a alcanzar la estabilidad. Curiosamente, los modelos CGTasa:-[GGGGS]n-AS presentaron
linkers de menor tamafio, en comparacién con el orden AS-CGTasa y, sin embargo, las
fluctuaciones a nivel estructural fueron mayores. En conclusion, las simulaciones de dindmica
molecular indican mayor estabilidad estructural para el ordenamiento AS-CGTasa Yy

especificamente los modelos ASL1CGT y AS3CGT.

El radio de giro Rg es un parametro que relaciona la estabilidad de una proteina con
respecto a su deformacién y compactacion en el tiempo (Lobanov, Bogatyreva, & Galzitskaya
2008). A medida que incrementa el valor del Rg la proteina es menos compacta. En la Figura 8, se
comparan los valores de Rg de los modelos, en relacion con los controles. AS y CGT presentaron
valores de Rg = £2.5 nm, que se mantuvieron estables en el tiempo. Aunque con valores superiores
a los controles, los modelos AS 4CGT (3,25 nm) y ASL1CGT (3,7 nm), presentaron un menor nivel
de compactacion. Por el contrario, los modelos del ordenamiento CGTasa:-[GGGGS]n-AS
exhibieron mayores grados de deformacion. CGTsAS, que era un buen candidato en las pruebas
de estabilidad de estructural, fue el de mayor variacion en el radio de giro, presentando una mayor

variacién en la compactacion.
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Figura 8.

Radio de giro de los modelos y las proteinas molde.
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Nota: Estabilidad estructural, Radio de giro de los modelos con respecto a las estructuras de AS

y CGTasa. a) ASL1CGT, ASLsCGT, ASL4CGT. b) CGTL1AS, CGTL4AS, CGTL3AS.

Tomados en conjunto los resultados de dindmica molecular y radio de giro, los modelos
AS-CGTasa presentaron mejor estabilidad y deformacion limitada. Aunque, las simulaciones de
dindmica molecular indican que los modelos ASL1CGT y ASLsCGT presentaron mejores patrones
de estabilidad competitivos, el radio de giro de AS.3CGT no le es favorable. Por lo tanto,

concluimos que el modelo AS_1CGT es el mejor para ser probado in vitro.
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3.1.5 Disefio de los vectores de expresion recombinantes.

Las primeras acciones en el laboratorio estuvieron encaminadas al disefio de los ORFs que
codificaran para cada una de las proteinas recombinantes. Se construyeron plasmidos
recombinantes con genes sintéticos para expresar en E. coli los polipéptidos GST-AS-His,

DacD-CGTasa-His y DacD-AS-CGTasa-His.

Los trabajos de expresion heterdloga de AS reportados hasta la fecha han recurrido a la
fusion en 5’ de la AS con la Glutation S-Transferasa (GST), para aumentar la cantidad de AS
recombinante (Skov et al. 2001). Ademas, una etiqueta de polihistidina (His-Tag) en 3’ ha sido
atil a la hora de purificar la enzima con columna de afinidad (Emond et al. 2007; van der Veen et
al. 2004). Atendiendo la experiencia previa de los autores, decidimos emular la fusion
GST-AS-His en el disefio del plasmido recombinante. Para la construccion del ORF GST-AS (ver
Apéndice 3.1), en 5” del gen de la AS (GenBank: AJ011781.1) se incluyeron 687 pb que codifican
para la GST, inspirados la secuencia homdloga del vector pGEX-6P (Genbank: AAB37352, locus
U78874.1). Entre los sitios Nde | y Bam HI del vector pET-21a se cloné el ORF codificante para
la fusion GST-AS-His, con los detalles reportados por Montalk et al., (1999) (Montalk et al. 1999),
en cuanto a la eliminacion del péptido sefial de los primeros 10 residuos de la AS (Montalk et al.

1999).
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Figura 9.
Esquema de construccién de los vectores. a) pET-GST-AS-His, b) pET-DacD-cgt-His, ¢) pET-

DacD-AS-cgt-His
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Ademas, se mutaron las posiciones 11y 12 (I >N y L->S, respectivamente) (Montalk et
al. 1999), que en nuestra secuencia adoptarian las posiciones N232 y S233 (Apéndice 3.1). En la

Figura 9a se presenta el esquema general del plasmido recombinante pET-GST-AS-His (7995 pb).

Para la construccion de la secuencia codificante para la CGTasa, nos basamos en la
secuencia con nuimero de acceso GenBank M12777.1 (Apéndice 3.2). Trabajos recientes han
demostrado que adicionar el péptido sefial DacD a la CGTasa incrementa la secrecion extracelular
de la proteina recombinante en E. coli, en relacion con el péptido sefial original (Sonnendecker et
al. 2017; K. Zhang et al. 2017b; Zheng, Li, & Wu 2019). En los sitios de restriccion Nde | y Bam
HI del vector pET-21a, se clonaron en orden consecutivo 67 pb que codifican para el péptido
DacD, seguidos del gen cgt y la secuencia His-Tag. Fue necesario remover 27 residuos
aminoacidicos que conforman el péptido sefial original de la CGTasa de B. macerans y
reemplazarlos por la region codificante para DacD (ver detalles en el Apéndice 3.3). Como
resultado de la construccién, obtuvimos el vector recombinante denominado pET-DacD-cgt-His

(Figura 9b).

Finalmente, el disefio de la fusion AS-CGTasa se baso en la secuencia aminoacidica del
modelo ASL1CGT (Apéndice 3.4). En este nuevo vector no se incluyé la GST, porque equivaldria
a una triple fusion. No obstante, para estimular la produccion de proteina recombinante hacia la
fraccion extracelular, incluimos el péptido sefial DacD en la region N-terminal. En los sitios de
restriccion Nde Iy Bam HI del plasmido pET-21a, se clonaron en orden consecutivo las secuencias
codificantes para el péptido DacD, seguida por la fusion AS-CGTasa (separadas por el linker

GGGS) y la secuencia His-Tag en el extremo 3.
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Para unir las secuencias AS y CGTasa, se elimino el coddn stop de la AS y se dio continuidad en
fase con el gen cgt, mediante los nucledtidos que codifican para la region linker (Apéndice 3.4).
El vector pET-DacD-AS-cgt-His (Figura 9c) contiene los genes AS y CGTasa fusionados con un

solo marco de lectura abierto de 4055 pb que codifica para la proteina Fusion ASL1CGT.

3.1.6 Verificacion de la calidad de los constructos.

Para evaluar la expresion y funcionalidad de las proteinas, E. coli BL21 (DE3) fue
transformada con cada uno de los vectores construidos, incluyendo pET-21a (5443 bp) no
recombinante (NR), utilizado como control para los ensayos de actividad. Para comprobar la
fidelidad de los constructos, se realizo un analisis de restriccion con las enzimas de restriccion Nde
I, Bam HI y Hind Il (Figura 11). Los carriles 1 y 2 corresponden al vector pET-GST-AS-His
(tamafio de inserto 2597 pb). En el carril 1 se evidencia una banda de ~8 kb correspondiente al
plasmido linearizado con la enzima Bam HI. En el carril 2 se observa la digestion del plasmido
con las dos enzimas Bam HI y Nde I. La banda de ~5.4 kb corresponde al vector pET-21a y mas
abajo se aprecian los fragmentos de 2597 (GST-AS) y 1907 (AS). Varias bandas de menor brillo
sugieren que la digestion del carril 2 es parcial. La mas visible es una de 6 kb que perteneceria al

vector pET-21a con el fragmento GST (i.e., 5443 + 687 pb).

En los carriles 3 y 4, se encuentran los patrones de digestion del plasmido pET-DacD-AS-
cgt-His (tamafio de inserto 4055 pb), cortado con las enzimas Hind 11l y Bam HI + Nde I,
respectivamente. El vector tiene tres sitios de restriccién Hind 111, dos de ellos dentro del gen

CGTasa y uno en el polylinker (Figura 10). En el carril 3, se observa una banda >8 kb,
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correspondiente a pET-21a con la mayor parte del DNA del inserto. Se logra apreciar una banda
esperada de ~1 kb, formada por los 1014 pb que hay entre los dos sitios Hind 111 del gen CGTasa;
en cambio, por razones de rango dinamico, no es visible la banda de 373 pb del fragmento CGTasa-
polylinker. Del carril 4 se deduce que las digestiones con Bam HI + Nde | del plasmido pET-
DacD-AS-cgt-His resultaron parciales. La banda cercana a los 10 kb hace referencia al plasmido
linearizado con un solo corte. La banda de ~5.5 kb, corresponde al vector pET-21a y la de ~4 kb
es el inserto de 4050 pb (fusion AS-CGTasa). Una banda adicional de ~ 6 kb podria ser la forma

superenrollada del plasmido sin digerir.

Figura 10.

Andlisis de restriccion de los constructos.
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Nota: 1. pET-GST-AS-His + Bam HI (B). 2. Corte con Bam HI (B) y Nde | (N). 3. pET-DacD-
AS-cgt-His + Hind 1l 4. Corte con Bam HI (B) y Nde I (N). 5. pET-DacD-cgt-His digestion con
Hind 111 (H). 6. corte con Bam HI (B) y Hind Ill (H). M: DM3100 ExcelBandTM 1 kb DNA
Ladder.

Finalmente, en los carriles 5y 6 se observa el patron de digestion del vector pET-DacD-
cgt-His (tamafio de inserto 2157 pb). La banda que supera los 6 kb en ambos carriles corresponde
al vector desprovisto de la porcion que delimitan los sitios Hind 111 interno de la CGTasa y del
polylinker (Figura 10). Asimismo, se observan los fragmentos Hind Il de 1387 pb y Hind Il +

Bam HI 1362 bp, respectivamente.

También se emplearon las enzimas de restriccion disponibles en el laboratorio, i.e., Bam
HI y Hind 1Il. Aunque las digestiones resultaron parciales y las enzimas empleadas fueron
Unicamente las que estaban disponibles en el laboratorio, es razonable concluir que los plasmidos
son portadores de los insertos correctos. Sin embargo, para no dar lugar a la incertidumbre, los tres
plasmidos fueron enviados a secuenciar a Macrogen y los resultados coincidieron con nuestros

disefnos.

3.2 Sobreexpresion de las enzimas recombinantes en E. coli

Para esta seccidn, con el fin de facilitar la lectura, nombraremos las proteinas recombinantes
solo como AS, CGTasa y AS-CGTasa. En esta primera parte, evaluamos la expresion vy
funcionalidad de las enzimas utilizando los sustratos convencionales sacarosa y almidén, para cada

una de las reacciones individuales (hidrdlisis y ciclizacion). Lo anterior, con el fin de determinar
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condiciones reaccion funcionales para, finalmente, probarlas con los lixiviados de mucilago de

Cacao.

3.2.1 Expresion en E. coli del vector pET-GST-AS-His

En conformidad con la literatura, la proteina de fusion AS se caracteriza por ser de tipo
intracelular, cuando se expresa en E. coli (Albenne, Skov, et al. 2002; Montalk et al. 1999). Por lo
tanto, para corroborar la expresion y funcionalidad de AS, se monitored la actividad de hidrdlisis
de sacarosa de la fraccion intracelular (FIC). La cepa de E. coli transformada con pET-GST-AS-
His fue cultivada en medio LB e inducida con 1 mM IPTG (Emond et al. 2007; Joucla et al. 2004).
En primer lugar, se evalud la actividad in vitro de AS en funcion de la expresion, después de afiadir
el inductor. Se tomaron fracciones del extracto FIC a 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 24 h. Se adoptaron
condiciones de reaccion basados en la literatura. Para evaluar la actividad hidrolitica de sacarosa,
se empled el ensayo de DNS para deteccidn de azlcares reductores (i.e., fructosa producida). En
la Figura 11, se observa la curva de crecimiento (AA 600 nm) de la cepa de E. coli BL21 y, en
paralelo, la actividad hidrolitica de sacarosa expresada como actividad especifica (AE), en la
fraccion intracelular (FIC). Como puede apreciarse, la curva de crecimiento del clon pET-GST-
AS-His crece exponencialmente, alcanzando un pico maximo a las 8 h (AA 600 nm 2.15 + 0.074)
y una disminucion al llegar a las 24 h (AA 600 nm 1.8 + 0.067). Los valores de actividad especifica
(AE) evidencian que la produccion de la AS aumenta exponencialmente hasta alcanzar un maximo
a 10 h de induccion (AE = 1.912 + 0.25 U/mg). El comportamiento de la curva de crecimiento y
los valores de actividad evidencian una relacion directa entre el crecimiento bacteriano y la
produccién enzimatica de AS. Para futuros experimentos, se definio un tiempo de induccion de 10

h antes de proceder con las extracciones.
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Figura 11.
Curva de crecimiento de E. coli transformada con pET-GST-AS-His vs actividad especifica de

cada tiempo de induccion.
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Nota: Eje Y izquierdo: crecimiento bacteriano medido con AA 600 nm (e). Eje Y derecho:

actividad especifica (AE) en U/mg de AS, medida de la AE de hidrdlisis de sacarosa. Eje X:
tiempos de toma de muestras post-induccion con IPTG (barras moradas). Condiciones de
reaccion: Extractos crudos de E. coli inducida con 1 mM IPTG. 1X Buffer fosfato pH 7.0y 0.1

M sacarosa, a 40 °C durante 10 min de reaccion (Ryu et al. 2010).

Para verificar si habia presencia de AS en el medio de cultivo, el mismo ensayo se aplicd
a la fraccién extracelular (FM) (Figura 12). Como control negativo, se llevaron a cabo los mismos
ensayos de actividad AS con las fracciones FIC y FM de E. coli transformada con pET-21a. En la
Figura 12, se puede observar que la actividad de hidrdlisis de AS para la fraccion FIC (AE = 2.48
+ 0.36 U/mg) fue significativamente mayor a la obtenida con la fraccion FM (p=0.025). En esta
ultima, el valor de AE para AS fue de 0.18 £ 0.048 U/mg, es decir, minima. Como estaba previsto,
las muestras de pET-21a no presentaron valores significativos de actividad AS. Los resultados

coinciden con la literatura, en que la AS se produce mayormente de manera intracelular en E. coli.
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Figura 12.
Actividad especifica (AE) de hidrolisis de sacarosa de extractos crudos FIC y FM de E. coli BL21

transformada con pET-GST-AS-His y pET-21a.
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Nota: Condiciones: Buffer fosfato pH 7.0 y 0.1 M sacarosa, 40 °C durante 10 min de reaccion.

Trabajos previos sugieren que el pH optimo para la hidrolisis de sacarosa por la AS es de
7.0 (Koh et al. 2016; G. P. De Montalk et al. 1999; Pizzut-Serin et al. 2005; Ryu et al. 2010). Para
llevar a cabo la reaccion combinada de la AS y la CGTasa en la produccion de CDs, era necesario
definir un pH que favoreciera las dos reacciones simultaneamente. Por consiguiente, evaluamos el
efecto del pH sobre la actividad AS en las condiciones de nuestro laboratorio. En la Figura 13, se
presenta la actividad especifica de AS en funcién del pH (rango 3 a 10) y se observa que la
actividad maxima se alcanza a un pH de 7.0 (2.51 + 0.160 U/mg), tal como lo reportan los autores
anteriormente citados. El segundo pico de AE se presenta a pH 5.5 y 8.0 con valores de AE
relativamente altos (2.30 £ 0.125y 2.31 £ 0.185 U/mg), respectivamente (Figura 13). Estas cifras
de AE resultan importantes en el marco de este proyecto, ya que indican que la AS podria funcionar

de manera favorable en un rango de pH mas amplio (i.e., 5.5 a 8.0), en caso de ser necesario un
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ajuste de las condiciones de reaccion para la reaccion combinada. En general, podemos concluir
que la actividad de AS no se ve significativamente afectada por el cambio de pH (p = 0,089),

aunque 7.0 puede ser considerado el pH 6ptimo para futuras reacciones.

Figura 13.

Influencia del pH sobre la actividad especifica de hidrolisis de sacarosa de AS
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Nota: Condiciones de reaccion, extractos crudos de FIC de E. coli transformada con pET-GST-

AS-His con 0,1 M de sacarosa de AS.

3.2.2 Expresion en E. coli de pET-DacD-cgt-His

El vector pET-DacD-cgt-His incluyo el péptido sefial DacD para la exportacion de CGTasa
a la fraccion extracelular. No obstante, nuestras primeras pruebas de expresion no dieron resultados
de actividad aceptables en esa fraccion, posiblemente debido a la formacion de cuerpos de
inclusién, un fendmeno reportado con anterioridad para esta enzima (Jeang 1999; Li et al. 2010).

Por esta razén, fue necesario reajustar las condiciones de expresién y el protocolo de extraccién
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de proteinas, incluyendo una metodologia para solubilizar las proteinas mediante 2% Triton-100x
y diversos pasos de sonicacion y centrifugacion (ver materiales y métodos). De este método de
extraccion surge la fraccion soluble a la que denominamos FS. Para la expresion de la enzima
CGTasa, se tuvo en cuenta adicionar 0.5 mM IPTG como publicado previamente (Sonnendecker
et al. 2017). Inicialmente, evaluamos la produccion de CDs mediante la actividad de ciclizacion

de la CGTasa, utilizando extractos FS y almidon como sustrato.

Como con el vector anterior, determinamos la expresion de la proteina recombinante en
funcidn del tiempo, después de afiadir el inductor. Los tiempos recolectados de FS post-induccién
fueron 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 24 h. Las condiciones de reaccion adoptadas para la actividad de
ciclizacion fueron : Tris-HCI pH 8.0, 1.5% almiddn como sustrato control, a 45 °C durante 10 min
de reaccion (Koh et al. 2016; Li et al. 2009). En esta parte inicial, nos enfocamos en evaluar la
produccion de B-CDs, ya que éstas presentan un mayor interés comercial (Mourtzinos & Goula
2019; Sebaaly et al. 2018) y para este proyecto. La produccion de B-CDs se evalu6 mediante el
método colorimétrico de fenolftaleina (Makela et al. 2002). En la Figura 14, puede apreciarse el
paralelo entre la curva de crecimiento (AA 600 nm) de la cepa de E. coli transformada con pET-
DacD-cgt-His y la actividad de ciclizacion de la fraccion FS, expresada en U/mg. La curva de
crecimiento de la cepa evidencia un patrén exponencial con un valor maximo de AA 600 nm =
2.58 £ 0.078 nm a las 10 h, el cual disminuye al alcanzar las 24 h. No obstante, la produccion de
enzima CGTasa en la fraccion FS presentd un maximo de produccion a 4 h de induccion (0.037 +
0.04 U/mg), cuando AA 600 nm estuvo por encima de 2. Por consiguiente, adoptamos este tiempo
para proceder a los extractos de FS, ya que como lo muestra la Figura 14, a partir de 4 h la enzima

pierde su actividad.
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Figura 14.
Curva de crecimiento de E. coli transformada con pET-DacD-cgt-His vs actividad especifica de

ciclizacion de la CGTasa con almidon.
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Nota: Eje Y izquierdo: crecimiento bacteriano medido con AA 600 nm (4). Eje Y derecho:
actividad especifica (AE) en U/mg de CGTasa (actividad de ciclizacion). Eje X: tiempos de
toma de muestras post-induccién con IPTG (barras rosadas). Condiciones de reaccion: Extractos
crudos de E. coli inducida con 0,5 mM IPTG. Sustrato 1.5% almidon, pH 8.0, 30 min de
reaccion.

La caida de la AE después de 4 h podria reflejar exportacion de la enzima al espacio
extracelular, degradacion o muerte celular. Por lo tanto, se llevaron a cabo pruebas de actividad de
extractos de medio de cultivo (FM), a 10 h de induccion. Como en el caso anterior, los extractos
FS'y FM de pET-21a no recombinante fueron utilizados como control negativo. En la Figura 15,
se puede apreciar un comparativo de la AE de ciclizacion entre la FS y la FM, de la CGTasa aqui
producida. El valor de la AE de la FS superd significativamente a la FM (p = 0,025). Sin embargo,
la fraccion FM presentd una actividad de ciclizacion ostensible con un AE = 0.015 +0.004 U/mg,
equivalente a ~42% de la actividad encontrada en la fraccion FS (AE = 0.035 + 0.004 U/mg). Los

extractos del control negativo pET-21a no presentaron valores de AE, confirmando que la
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actividad de ciclizacion detectada corresponde netamente a la CGTasa recombinante. Por lo tanto,
podemos concluir que la CGTasa se produce y es funcional en las fracciones FS y FM, y ademas

logra producir CDs utilizando como almiddn sustrato.

Figura 15.

Actividad especifica de extractos crudos FS y FM de la CGTasa.
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Nota: Condiciones de reaccion: 1.5% Almidon como sustrato, pH 8.0, temperatura 45 °C durante

30 min de reaccion.

Finalmente, al igual que con la AS, evaluamos el efecto del pH sobre la actividad de
ciclizacion de la CGTasa, con el fin de encontrar un valor de pH que favoreciera la reaccion
combinada AS + CGTasa. Como se puede apreciar en la Figura 16, la CGTasa presenta actividad
de ciclizacion a partir de pH 5.5, alcanzando un valor maximo de AE a pH 8.0 (0.036 + 0.006
U/mg). El valor de AE CGTasa a pH 7.0 (0.032 + 0.005) equivale a 89% de la AE de la AS a pH
8.0, indicando que este rango de pH podria funcionar al momento de llevar a cabo la reaccion

combinada.
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Figura 16.

Influencia del pH sobre la actividad especifica de ciclizacion de almidédn de la CGTasa.
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Nota: Extractos de FS de E. coli transformada con pET—DacD-cgt-His con 1.5% de Almidon

3.2.3 Sobreexpresion de pET-DacD-AS-cgt-His y actividades AS y CGTasa en extractos

crudos

En primer lugar, evaluamos la expresién de la fusién AS-CGTasa, en funcion del tiempo
de induccidn con IPTG. Decidimos detectar solo la actividad AS, bajo el supuesto de que reflejaria
la presencia simultdnea de las dos enzimas AS y CGTasa, ya que estan fusionadas. Por
consiguiente, se realizaron pruebas de la funcion individual AS mediante hidrélisis de sacarosa,
siguiendo las mismas condiciones de reaccién previamente utilizadas para la AS. La curva de
crecimiento de la Figura 17 evidencia un comportamiento exponencial alcanzando un valor
méaximo de AA 600 nm = 2.247 + 0,078 a 8 h y luego empieza a decrecer. Por otro lado, durante
los primeros tiempos de induccion (0 y 2 h) la actividad de la enzima es baja, pero a partir de 4 h
aumenta exponencialmente hasta alcanzar un maximo a 8 h de induccién 0.728 + 0.022 U/mg. Por

lo tanto, para analisis posteriores, partimos de extractos de FS de 8 h de induccién.
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Figura 17.
Curva de crecimiento de E. coli transformada con pET-DacD-AS-cgt-His vs actividad especifica

de hidrolisis de sacarosa.

2.5+ - 0.8
> —¢ A600 nm
2.0+ a
c - 0.6 g @ U/mg
€ 1.5 -8
=] cSa
3 F04 I m
< 1.04 Qe 9
< @
(2]
0.5 02 =
Q
0.0-—i i - 0.0
0 2 4 6 8 10 24
Tiempo h

Nota: Eje Y izquierdo: crecimiento bacteriano AA 600 nm (). Eje Y derecho: actividad
especifica (U/mg) de AS (hidrolisis de sacarosa). Eje X: tiempos de toma de muestras post-
induccién con IPTG (barras azules). Condiciones de reaccién: Extractos crudos de E. coli
inducida con 0.5 mM IPTG. 1X Buffer fosfato pH 7.0 y 0.1 M sacarosa, a 40 °C, durante 10 min

de reaccion.

Posteriormente, se procedié a evaluar las actividades individuales de AS y CGTasa,
empleando extractos de FS tomados a 8 h post-induccion. La actividad de hidrélisis de la
subunidad AS ya habia sido demostrada, asi que seguimos las mismas condiciones de reaccion,
que eran compatibles con la CGTasa. En la Figura 18 se aprecia un paralelo en la actividad
hidrolasa de sacarosa, entre extractos crudos de E. coli con las enzimas recombinantes AS (fraccion
FS) y fusion AS-CGTasa (fraccion FIC). La AS-CGTasa presento el 34% de la actividad especifica
de hidrolisis de sacarosa de la AS (p=0.05). En vista de que el contraste de actividades enzimaticas

se realizé entre extractos crudos, la comparacion resulta improcedente. De hecho, los valores netos
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de produccidn de aztcares reductores no son coherentes con ese 34%, ya que la fusion AS-CGTasa
produce aprox. 5 mM de fructosa, mientras que la AS sola presenté un valor de 7 mM, i.e., el 34%
ascenderia a 71,4% (Tabla 4). En la discusion se tratara este punto; sin embargo, para el proposito
final del proyecto, es valido concluir que las dos enzimas se expresan y son activas, lo suficiente

para los ensayos futuros.

Figura 18.

Actividad especifica de hidrolisis de sacarosa de las enzimas recombinantes la AS y la fusion.

Actividad Especifica
U/mg

AS AS.CGTasa pET-21a_FS pET-21a_FIC

Nota: AS-CGTasa (fraccién FIC, azul) y AS (fraccién FS, morado). Condiciones de reaccion:
extractos crudos de E. coli transformada con pET-GST-AS-His, pET-DacD-AS-cgt-Hisy pET-
21a NR (control); 0.1 M sacarosa, pH 7.0, 40 °C, 10 min reaccion.
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Tabla 4.
Valores de actividad especifica y produccion de azlcar reductor (mM) mediante la reaccion de
hidrolisis de 0.1 M sacarosa, de la ASy AS-CGTasa.

Sacarosa Fraccion  Proteina (mg/ml)  pumol/min AE (U/mg)  Azucar
reductor*
AS FIC 0.580 + 0.07 1436 +0.1 2.48 +0.36 7+0.01
AS-CGTasa FS 1.096 + 0.2 0.911+0.2 0.84+0.1 5+0.00

Nota: * Aztcar reductor en mM

Por otra parte, para determinar la actividad de ciclizacion de la subunidad CGTasa de la
fusion, se evaluo la produccion de a-CDs y B-CDs, utilizando almidon como sustrato control
(Figura 19, Tabla 5). En este caso, también son evidentes los menores valores de la AE de la fusion
(AE a-CDs = 0.016 — 631.2 nmol, AE B-CDs = 0.015- 613.6 nmol) en relacion con la CGTasa
(AE a-CDs = 0.056 — 1206.3 nmol, AE B-CDs = 0.035 — 751.1 nmol), pero como hemos dicho,
esta comparacion podria ser engafiosa. En cambio, podemos, concluir que si se detecta una

actividad CGTasa, lo que significa que la fusion estd cumpliendo su propoésito bifuncional.
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Figura 19.

Actividad especifica de ciclizacion para producir a-CDs y -CDs (FS) de la CGTasa, la fusion

AS-CGTasa
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Nota: pET-21a NR (control negativo) con 1.5% de almidon como sustrato. Condiciones de

reaccion: 1.5% almidon, pH 8.0, 45 °C, 30 min. a-CDs (naranja) y B-CDs (rosado). a) Actividad

expresada en actividad especifica (AE); b) produccién de CDs expresada en nmol totales.

En cuanto a la produccion de CDs, en la Tabla 5 podemos apreciar que, para la CGTasa, la

produccion de a-CDs (1.235 mg/ml) fue mayor en comparacion de las 3-CDs (0.918 mg/ml). Este

comportamiento era de esperarse, ya que la CGTasa de B. macerans produce en su mayoria a-CDs

(Urban et al. 2012). No obstante, para la AS-CGTasa, la proporcion en la produccion de a-CDs

(0.642 mg/ml) y B-CDs (0.673 mg/ml) no represento diferencias significativas (p = 0,564). A partir

de estos resultados podemos concluir que la proteina AS-CGTasa es funcional a nivel de

actividades individuales (hidrolisis y ciclizacion), con sustratos convencionales.
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Tabla 5.
Actividad especifica de la CGTasa (fraccion FS) y de la fusion AS:CGTasa (fraccion FS) en la
produccion de a-CDs y f-CDs mediante la reaccion de ciclizacion con 1.5% almidon.

Proteina pmol/min AE (U/mg) CDs (mg/ml)
- (mg/ml) A B a B " B
CGTasa 0.610 «+ 0,034 0.022 + 0,056 0036+ 12351006 0.918 +
0.09 +0,001 0.017 +0,007 0.003 0.08
AS-CGTasa | 1.096 + 0,018 0.016 + 0,016 0.015: 0.642:003 0.673 +0.04
0,2 +0,008 0.008 +0,005 0.002

3.2.4 Visualizacion de las proteinas recombinantes en geles SDS-PAGE

Antes de proceder a la produccién combinada de CDs en una sola reaccion, un control
natural seria visualizar las proteinas recombinantes en geles SDS-PAGE. La AS presentd mejor
actividad en la fraccion FIC y las otras dos proteinas también, aunque mas baja. Finalmente,
optamos por hacer la separacion electroforética con dicha fraccion, pues todas las proteinas
evidenciaban actividad en la FIC y el perfil de bandas se haria méas comparable (Figura 20). En el
carril 1 (AS), se destaca una fuerte banda cerca de 100 kDa que coincide con el peso molecular de
la proteina (96 kDa) y que refleja altos niveles de expresion. En el carril 2 es evidente una banda
de menor intensidad entre 135 y 190 kDa, la cual corresponde al peso de la fusion AS-CGTasa
(150 kDa). Finalmente, en el carril 3 se puede apreciar una banda de ~ 80 kDa, que perteneceria a
la proteina CGTasa, ya que el peso molecular concuerda plenamente. Desafortunadamente, no
contamos con anticuerpos para revelar las proteinas mediante western blot; sin embargo, los pesos

moleculares esperados coinciden perfectamente con lo esperado. Es de precisar que las bandas en
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cuestion no figuran en los extractos de pET21-NR, luego provienen de la expresion de los vectores

(control, carril 4).

Figura 20.

Gel SDS-PAGE de las fracciones FIC de E. coli recombinante, inducida con IPTG.
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Nota: Carril 1: AS; Carril 2: fusion AS-CGTasa; Carril 3: CGTasa; Carril 4: pET-21a (control

negativo). M: Referencia de peso molecular 11 a 245 kDa (Prestained Protein Standard, Broad
Range, BioLabs).

3.3 Produccion de CDs en una sola reaccion a partir de sacarosa como sustrato
Comprobada la correcta expresion y funcionalidad de cada enzima, procedimos a evaluar la

produccion de a- y B-CDs con sacarosa como sustrato control, en una reaccion mixta de AS +
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CGTasay, en otra, con la proteina fusion AS-CGTasa. Para la reaccion combinada, se emplearon
extractos crudos conteniendo que mostraron mejor actividad: FIC para la AS (10 h de induccion,
0.1 mM IPTG) y FS para la CGTasa (4 h de induccion, 0.5 mM IPTG). Por otro lado, para los
ensayos con la fusion AS-CGTasa, se utilizaron extractos FS de 8 h de induccion, 0.5 mM IPTG.
Las pruebas fueron realizadas a pH 7.5, por ser un valor intermedio entre los Optimos aqui
determinados (Figuras 14 y 17). En la Figura 21 se muestran los resultados de la sintesis de CDs
en una sola reaccion en nmoles totales. Cuando se emplearon las enzimas libres (AS + CGTasa),
la reaccion favorecio la produccion de a-CDs (0.55 mg/ml, i.e., 568.4 nmol) y un poco menos de
B-CDs (0.46 mg/ml, i.e., 408.8 umol™* min™?), sin diferencias significativas (p=0.76). La fusion
AS-CGTasa, que logro sintetizar CDs en una sola reaccion, presenté un comportamiento similar:
produjo un poco mas de a-CDs = 325.35 nmol, que de B-CDs = 297.35 nmol, sin diferencias
significativas (p=0.982). Por tanto, los resultados exhiben las mismas tendencias de actividades

individuales AS y CGTasa, con almiddn como sustrato control (Tabla 5).

Los resultados entre las dos reacciones AS + CGTasay AS-CGTasa si presentaron diferencias
significativas (p = 0.0028), lo cual es reflejo, entre otros factores, del nimero de unidades
enzimaticas funcionales que se producen en cada sistema de expresion. En efecto, las enzimas
individuales superaron a la fusién en ~ 22-32% de produccion de CDs. Sin embargo, también hay
que tener en cuenta que se trata de una reaccion no optimizada en sus condiciones fisicoquimicas,
fuera de los alcances de este proyecto. Se puede entonces concluir que parte del objetivo principal
se halla cumplido, ya que logramos construir una fusion AS-CGTasa que sintetiza CDs en una sola

reaccién, si bien el sustrato continla siendo el control (sacarosa).
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Figura 21.
Produccion de a-CDs y B-CDs, por reaccion combinada de AS + CGTasa y de la Fusion

AS-CGTasa con sacarosa.
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Nota: Fracciones: AS (FIC) + CGTasa (FS), Fusion AS-CGTasa (FS). Sintesis de CDs
expresada en nmoles totales de produccion. Condiciones: 0.1 M sacarosa, pH 7.5, 45 °C. Se
emplearon extractos FIC (pET-21a_1) y FS (pET-21a_2) del plasmido no recombinante, como

control negativo.

3.4 Produccion de CDs en una sola reaccion a partir de lixiviados de mucilago de cacao
como sustrato.

Para evaluar la produccién de CDs a partir de lixiviados de mucilago de cacao, objetivo
principal de este trabajo, se realizaron los mismos ensayos de actividad en una sola reaccion. Se
usaron las mismas condiciones que para la actividad con sacarosa, pero en su lugar se adiciono 1
ml de lixiviados de mucilago de cacao, clon CCN-51. El lote de mucilago presentd esta
concentracion de azucares totales (g/L): 86.95 g/L glucosa (0.48 M), 90.86 g/L fructosa (0.5 M) y
0.27 g/L sacarosa (0.0078 M). En la Figura 22, podemos apreciar la primera evidencia de

produccion de CDs en una sola reaccion, a partir de lixiviados de mucilago de cacao. Las
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concentraciones de CD obtenidas en la reaccion combinada AS + CGTasa fueron de a-CDs =
400.9 nmol y B-CDs = 356.8 nmol, sin diferencias significativas entre las proporciones (p=0.30).
Por otra parte, con la fusion AS-CGTasa fueron de a-CDs = 287.3 nmol y f-CDs = 259.9 nmol,
sin diferencias significativas entre a-CDs y B-CDs (p=0.43). La combinacion AS + CGTasa supero
a la fusion AS-CGTasa en ~23%; no obstante, este incremento no representa diferencias

significativas (p = 0.11).

Figura 22.
Produccion de a-CDs y B-CDs por reaccion combinada de AS + CGTasa y de la fusion

AS-CGTasa con lixiviados de mucilago de cacao como sustrato.
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Nota: Fracciones: AS (FIC) + CGTasa (FS) y de la fusion AS-CGTasa (FS). sintesis expresada
en nmoles totales de produccion. Condiciones: 1 ml de mucilago, pH 7.5, 45 °C. Se emplearon

extractos FIC y FS de pET-21a no recombinante como control negativo.

Los resultados evidencian que la reaccion combinada AS + CGTasa fue maés eficiente en

la produccion de CDs con los dos sustratos (sacarosa y mucilago), en comparacion con la proteina
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fusion. Las reacciones con lixiviados de mucilago de cacao presentaron una leve disminucion en
la produccién de CDs en relacion con la sacarosa, lo cual puede atribuirse a una baja concentracion
de sacarosa presente en el mucilago. No obstante, el mucilago de cacao contiene una amplia
variedad de componentes organicos e inorganicos potencialmente inhibitorios, que deben

estudiarse por separado (Ortiz & Alvarez 2015).

A partir de los resultados obtenidos podemos concluir que si es posible la produccion de CDs
por accion conjunta de la AS y la CGTasa, utilizando mucilago de cacao como sustrato. De esta
conclusion deriva que el disefio tedrico de la proteina de fusion DacD-AS-cgt-His fue acertado y
se expresa en cantidades suficientes en E. coli para realizar pruebas con pequefias cantidades de

extractos crudos.

3.5 Deteccion de CDs por espectrometria de masas (MS-MALDI-TOF)

Hasta el momento, la deteccion de CDs en las reacciones se ha efectuado con los métodos
de fenolftaleina y naranja de metilo. Para obtener una evidencia mas precisa de la presencia de
CDs, recurrimos al analisis de los productos enzimaticos mediante MS-MALDI-TOF. Se
analizaron los productos de las reacciones catalizadas por las enzimas recombinantes de este
trabajo: CGTasa con almidon, AS + CGTasa con sacarosa y AS-CGTasa con mucilago de cacao.
Una mezcla de CDs comerciales fueron analizados con anterioridad, para comparar las masas
moleculares de las CDs: a = 972.84 Da, = 1135 Da 'y y = 1297 Da. En la Figura 23, se puede
apreciar el espectro de masas y la abundancia relativa de la mezcla de CDs comerciales o, By v,
con tres picos mayores que corresponden a los aductos con Na* (23 Da) y tres picos de menor

intensidad con el aducto con K* (39 Da).
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Figura 23.

Espectro de masas (MALDI-TOF-MS) de estandares comerciales de CDs o, f y 7.
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Nota: En el eje x se aprecia el peso en relacion masa/carga (m/z) y en el eje Y se observa la
intensidad de la sefial de los iones. El valor m/z de cada pico es equivalente al peso molecular
de cada CD junto con la masa de los iones sodio (Na+, 23 Da) y potasio (K+, 39 Da).

En el espectro del producto generado por la reaccién de la CGTasa con almidon (Figura
24), se pueden apreciar tres sefiales: a-CD m/z =995.47, B-CD m/z = 1157.55 y y-CD m/z = 1319,

todas con el aducto con Na™.
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Figura 24.

Espectro de masas (MALDI-TOF-MS) del producto de la reaccion de la CGTasa con almidon

como sustrato.
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Nota: ElI m/z de cada pico es equivalente al peso molecular de cada CD junto con la masa del
ion sodio (Na*), i.e., 23 Da.

Por otro lado, la reaccion combinada AS + CGTasa con sacarosa como sustrato, arrojé un
espectro un tanto diferente, con cuatro sefales de mayor intensidad correspondientes a -CD (m/z=
1157.5, m/z= 1174.24) y y-CD (m/z= 1319.64, m/z= 1335.27), ambas con aductos con Na* y K*
(Figura 25). Una senal de baja intensidad con m/z= 995 posiblemente haga referencia a la a-CD

con el aducto Na™.
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Figura 25.

Espectro de masas (MALDI-TOF-MS) del producto de la reaccion de la AS + CGTasa con

sacarosa como sustrato.
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Nota: EI m/z de cada pico es equivalente al peso molecular de cada CD junto con la masa de los
iones sodio (Na"), i.e., 23 Da y potasio (K"), i.e., 39 Da.

Finalmente, la produccion de CDs en la reaccion con la fusion AS-CGTasa y lixiviados de
mucilago de cacao se evidencia en el espectro de la Figura 26. Al igual que la reaccion combinada
AS + CGTasa, se observan dos sefiales de mayor intensidad, pero con valores relativos menores,
que corresponden a la B-CD (m/z= 1173.34) y y-CD (m/z= 1335.39), en un aducto con Na*.

Interesantemente, no hubo presencia de sefal para la a-CD. A partir de los resultados obtenidos
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por espectrometria de masas, confirmamos la presencia irrefutable de CDs y, por tanto, todos los

resultados previos quedan integramente validados.

Figura 26.
Espectro de masas (MALDI-TOF-MS) del producto de la reaccién de la fusion AS:CGTasa con

lixiviados de mucilago de cacao como sustrato.
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Nota: El m/z de cada pico es equivalente al peso molecular de cada CDs con la masa con el ion
potasio (K¥), i.e., 39 Da.
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4. Discusion

En el presente trabajo de grado se logro construir una proteina de fusion entre la AS de N.
polysaccharea y la CGTasa de B. macerans. Se demostrd la funcionalidad de las dos subunidades
en la produccion de CDs en una sola reaccion, utilizando sacarosa y mucilago de cacao como
sustrato. Los resultados obtenidos son de gran relevancia en las areas de biotecnologia y la

ingenieria de proteinas (Kaulpiboon et al. 2010).

Las predicciones bioinformaticas fueron fundamentales para el disefio; en efecto,
permitieron anticipar las probabilidades de éxito en la construccion de la fusion. Sin embargo,
Unicamente las pruebas in vitro podrian aclarar preguntas pendientes. ¢Cada subunidad adoptaria
la conformacion 3D suficiente para hacerlas funcionales? ¢La region linker aportaria la distancia
conveniente? ;Qué tan estable seria la fusion AS-CGTasa? ¢Qué impacto tendria la fusion en los
sitios activos? ¢Surgiria una conformacion cuaternaria no prevista? Algunas de estas preguntas
hallaron respuesta en este trabajo, con la funcionalidad demostrada de cada subunidad. No
obstante, otras siguen sin respuesta, ya que estan por fuera del alcance de este proyecto. Sin duda,
La purificacion de la fusion y la determinacién de su estructura tridimensional aclarara estos y
otros interrogantes. Por el momento, los resultados de este trabajo demuestran que es posible
fusionar las dos proteinas y que pueden ejercer su funcién catalitica de manera simultanea.
Ademas, la capacidad de la fusion de actuar sobre varios sustratos (almidén, sacarosa y mucilago
de cacao) permite imaginar nuevos e interesantes experimentos orientados al uso biotecnoldgico

de la fusion.
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El disefio y construccién de una proteina fusion representa un gran desafio, pues el éxito
funcional de las subunidades dependera de diversos factores: la orientacion espacial de cada
subunidad, la interferencia mutua entre subunidades, el acceso al sustrato de los sitios activos y las
posibles vias intermoleculares de reaccion, entre otros (Rizk, Antranikian & Elleuche, 2012; Yu
et al., 2015). En general, a la hora de construir proteinas de fusion, se le ha dado preferencia a la
evaluacion directa in vitro antes que in silico (Yu et al., 2015). En la actualidad, las herramientas
bioinformaticas actuales permiten anticipar con precision los problemas de disefio. En este sentido,
las predicciones computacionales que pudimos realizar nos brindaron un buen acercamiento al

comportamiento estructural de la fusion AS-CGTasa.

Una de las principales preocupaciones era la correcta seleccion del linker entre
subunidades. La composicion aminoacidica, longitud y conformacion estructural del linker (Figura
2a) estuvo en consonancia con lo establecido por Argos (1990) y George & Heringa (2002) para
proteinas de fusion. Los linkers inspirados en las proteinas encontradas en la naturaleza adoptan
estructuras secundarias (o-hélices, hojas B o bucles —no estructurados—) y logran ejercer su funcion
(Chen, Zaro & W.-C. Shen, 2013). En nuestro caso, basados en los testimonios de muchos autores
y las predicciones in silico, decidimos adoptar una region espaciadora presente en la mayoria de
linkers naturales, con la idea subyacente de favorecer una suficiente flexibilidad (Argos, 1990).
En este sentido, la contribucién de pequefios aminoacidos no polares como Gly y polares como
Ser, Thry Asn (Figura 2) lograron la flexibilidad esperada del linker en soluciones acuosas (Chen,
Zaro & W. C. Shen, 2013). Este comportamiento se vio reflejado en los anélisis de dindmica
molecular, por la estabilidad de las trayectorias de los modelos evaluados. A titulo de comparacion,

estudios de dinamica molecular para la AS (Champion et al. 2012) y CGTasa (Chen et al. 2015),
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presentan patrones de trayectoria similares a los aqui obtenidos, con valores de RMSD dentro del

rango estable.

Estudios recientes reportan gque, en algunos casos, la cercania de los centros activos en las
fusiones mejora la eficiencia de la reaccion global. El producto de la primera reaccion es activa o
pasivamente transportado al segundo sitio activo por canales intramoleculares (Huang, Holden, &
Raushel 2001; Iturrate et al. 2010; Lim et al. 2016; Raushel, Thoden, & Holden 2003). Aunque no
existe una pauta de la distancia ideal entre sitios activos, si la hay entre la longitud de los canales
y la distancia de cada centro catalitico. La longitud promedio de los canales estaria entre 15y 30
A, con un méximo razonable de 127 A (i.e., catalasa de Penicillium janthinellum) (Pravda et al.
2014). La fusion AS-CGTasa (modelo AS. 1CGT) present6 una distancia aproximada de 59 A entre
las regiones internas de los sitios cataliticos (ver Apéndice 4a). De ser posible la formacion de
canales en la fusion AS-CGTasa en la produccion de CDs, la longitud promedio de los sitios
activos estaria dentro esperado (Pravda et al. 2014). Otro de los posibles mecanismos involucrados
en la cascada de reacciones en proteinas de fusion es por difusion libre. EI producto de la primera
reaccién alcanza la saturacion y es liberado por la parte externa de la proteina, hacia el segundo
sitio activo (Pettersson 2001). Seria valido especular que la libre difusién de producto—sustrato
dentro de la AS-CGTasa podria direccionarse desde la parte superficial del extremo inferior de la

de AS (C-terminal) hacia la CGTasa (Figura 2 y Apéndice 4b).

Para evaluar la accién combinada de la AS y la CGTasa en la produccién de CDs in vitro,
iniciamos con ensayos individuales de cada enzima. La hidrdlisis de sacarosa por la fraccion FIC,

acorde con una localizacion intracelular, fue similar a lo reportado para la AS de N. polysaccharea
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(Albenne et al. 2002; Blttcher et al. 1997) El pH 6ptimo de la AS en la reaccion de hidrdlisis de
sacarosa debe estar cercano a la neutralidad (Montalk, et al. 2000; Albenne et al. 2002). No
obstante, no hay un reporte de la influencia del pH sobre la reaccion con sacarosa. Nuestros
resultados indican que la actividad hidrolitica de sacarosa puede funcionar a pH acido y alcalino,

aunque el mayor pico de actividad es en efecto, cercano a pH 7.0 (Figura 13).

En la construccion de la CGTasa se adicion0 el péptido sefial DacD (Figura 9c) y para la
sobreexpresion se variaron las condiciones i.e., 0.5 mM de IPTG, medio TB y la temperatura de
incubacion post induccion se disminuyd a 25 °C, con la expectativa de favorecer la secrecion
extracelular de la proteina recombinante en E. coli (Sonnendecker et al. 2017). Sin embargo, la
actividad de ciclizacion en la FM represento solo el 42% de la actividad total. La mayor parte de
la actividad fue obtenida con la fraccion FS, después de una etapa de solubilizacién de la proteina.
El resultado sugiere la formacion de cuerpos de inclusién, los cuales bloquean los canales de
translocacion e impiden la secrecion de la proteina (Zheng, Li & Wu, 2019). De hecho, este
comportamiento ya fue reportado en la sobreexpresion de la CGTasa en E. coli (Kim et al. 2000;
Kweon, Kim, and Seo 2004). Por otro lado, Zheng et al. (2019) demostraron que a pesar de que
DacD es el péptido sefial mas efectivo para la produccion de CGTasa extracelular, la mayor parte
de la proteina sigue siendo retenida en el citoplasma insoluble. La influencia del pH en los
parametros cinéticos de la CGTasa, con almidén como sustrato, mostré un amplio rango de pH
(5.5 a 10), con actividad 6ptima a pH 8.0 (Figura 16). Por tanto, nuestros resultados son
consistentes con estudios previos de expresion recombinante en E. coli, de la CGTasa de B.

macerans ( Li et al., 2010; Yang, Shan, & Wang 2017).
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El disefio del vector pET-DacD-AS-cgt-His también incluyé el péptido sefial DacD, con
las mismas expectativas de secrecion extracelular. No obstante, bajo las condiciones evaluadas en
este trabajo, las actividades individuales AS y CGTasa de la fusion fueron mayoritarias en los
extractos FS, i.e., fraccion intracelular. Por analogia con la CGTasa, es valido atribuir este
comportamiento a la formacion de cuerpos de inclusion. Asi, la solubilidad de la fusion serd un
asunto que debera estudiarse mas en detalle para mejorar la expresion y las pruebas de actividad.
Interesantemente, las actividades individuales de hidrolisis (AS) y ciclizacion (CGTasa) de la
AS-CGTasa con sacarosa (Figura 18) y almidon (Figura 19) demostraron que cada una mantuvo
su funcién individual. Este resultado es importante porque se podran realizar reacciones
especificas para cada subunidad, a partir de un solo extracto de la fusion, segin las nuevas

preguntas de investigacion que surjan en el futuro.

Las actividades especificas tanto en la hidrélisis de sacarosa como de ciclizacién con
almiddn disminuyeron notablemente en la fusion (Figuras 18 y 19), en comparacion con los valores
reportados para la AS 'y la CGTasa (Figuras 12 y 14). No obstante, si se observa la produccion neta
de aztcares reductores (Tabla 4) y concentracion de oy B—CDs (Tabla 5), los valores a comparar
no son tan distantes. Esto se debe a que los calculos se basaron en la concentracion de proteina
total de los extractos, la cual varié entre el extracto de FS (AS-CGT y CGTasa) y FIC (AS).
Ademas, se debe tener en cuenta que los extractos crudos de la proteina de interés estan
contaminados con otros polipéptidos propios de E. coli. Asi, los valores de proteina total se
incrementan y podrian estar afectando negativamente los valores de actividad especifica. La

evaluacion futura de la actividad especifica de la proteina purificada podria aclarar este punto.
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Una de las precauciones mas destacadas al disefiar una proteina fusion es la similaridad
funcional, perfiles de temperatura y pH cercanos, de las subunidades (Rizk, Antranikian, &
Elleuche 2012; Yu et al. 2015). Dos elementos fueron claves para el éxito de la reaccion dual de
la AS + CGTasa y en fusion AS-CGTasa para la produccion de CDs: la compatibilidad de las
condiciones fisicoquimicas inferida en la caracterizacion de las actividades individuales (AS y la
CGTasa) y el hecho de que ambas pertenecen a la familia de glucésido hidrolasas. Las condiciones
de reaccion para la sintesis de CDs en una sola reaccion (pH 7.5, 40 °C) fueron acertadas, si bien
podrian estudiarse con mas detalle. Lo importante, en el marco de este trabajo, era demostrar que
era posible producir las CDs en una sola reaccién, pero sin duda, un nuevo trabajo deberia
consagrarse a la optimizacion de la reaccion. En cuanto al tiempo de reaccion en la produccion de
CDs, es de reconocer que ya existia al menos un reporte previo exitoso, i.e., 24 h (Koh 2016). Por

esta razon, adoptamos esta condicion como punto de partida.

Concentraciones bajas de sacarosa favorecen la produccion CDs, siendo 0.1 M la
concentracion con mayor rendimiento en la reaccion combinada de AS + CGTasa (Koh et al.
2016). Inspirados en este trabajo, lo mas conveniente era mantener la concentraciéon de 0.1 M
sacarosa para evaluar nuestras reacciones de AS + CGTasa y AS-CGTasa. Las pruebas de
actividad con sacarosa demostraron que AS-CGTasa era capaz de sintetizar CDs proporciones
similares de a y B—CDs en una sola reaccion (Figura 21). Aunque la reaccion combinada AS +
CGTasa present6 una mayor produccion de CDs (a = 568.4 nmol, = 408.8 nmol) en comparacion
con AS-CGTasa (a = 325 nmol, B = 297 nmol), seria apresurado atribuir esta diferencia a fallas
estructurales o funcionales en la fusion. En efecto, las condiciones de reaccion para la fusion no

han sido optimizadas, asunto que debera ser resuelto en futuros trabajos.
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Los resultados de las pruebas de actividad de la Figura 22 dan cumplimiento al objetivo
general de este trabajo. Especificamente, quedo suficientemente demostrado que el tratamiento
dual con AS + CGTasa y la fusion AS-CGTasa son capaces de producir CDs utilizando sustratos
no convencionales como los lixiviados de mucilago de cacao. Al comparar las reacciones con
sacarosa y mucilago de cacao, la sacarosa resultd, por ahora, un mejor sustrato (Figura 21 y 22).
Esta diferencia podria ser consecuencia de los bajos niveles de sacarosa en el mucilago (7.8 mM
inicial, 0.025 mM final), lo que dificulta un poco compararlos con 0.1 M sacarosa. Lo interesante
es que, a pesar de que el porcentaje de sacarosa en el mucilago es minimo, la sintesis de CDs no
se vio tan gravemente afectada. En efecto, la produccion de CDs con sacarosa super6 solo en ~10—
20% la produccion con mucilago de cacao. Estos resultados nos hacen sospechar que la presencia
de glucosa libre (480 mM) podria favorecer la produccion de CDs y a la vez arroja nuevas
expectativas una vez se logre la optimizacion de las condiciones fisicoquimicas mas favorables.
La AS hidroliza sacarosa para liberar glucosa y fructosa (Montalk et al. 2000). Posteriormente, por
reacciones de transglicosilacion —o polimerizacion, para algunos autores— (Tian et al. 2018; Van
Der Veen et al. 2006), la AS utiliza la glucosa libre para catalizar la sintesis de maltooligosacaridos
como los a-(1,4)-glucanos lineales (Jung et al. 2020; Tian et al. 2018). A su vez, estos productos
son el sustrato de la CGTasa para la sintesis de CDs (Kim et al. 2011; Koh et al. 2016). Sobre la
base de esta ruta metabdlica, resulta viable concebir que los valores superiores de glucosa libre del
mucilago jueguen un rol activo en la etapa de polimerizacion. Asi, las unidades libres de
glucopiranosa también servirian de insumo para la sintesis de a-(1,4)-glucanos, aumentando la
produccion de CDs. Esta hipotesis se basa en la observacion previa de formacion del ‘complejo

D-glucosa’ evidenciado en estudios estructurales de AS de N. polysaccharea (Mirza et al. 2001).
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Durante la formacion del complejo, una glucosa se une al ‘subsitio-1" del sitio activo (Glu328,
Asp393, His187, His392 y Arg284) y otra glucosa se integra a la ‘interfaz de empaquetamiento’,
formando asi una conformacion favorable para la polimerizacion de a-(1,4)-glucanos (Mirza et al.
2001; Skov et al. 2001). Por otra parte, otros estudios demuestran la versatilidad de la AS para
admitir otros donadores y aceptores de las diferentes reacciones que cataliza (Jung et al. 2020;
Park et al. 2016; Rha et al. 2020). Por ejemplo, la adicién de fructosa a la reaccion de AS + sacarosa
facilité la produccion de turanosa por isomerizacion, gracias a la fructosa extra (Park et al. 2016).

Esto refuerza la idea de la posible incorporacion de glucosa libre en la ruta enzimatica.

Las proporciones relativas de o y B—CDs variaron entre tratamientos. En la reaccion de la
CGTasa con almidon (Figura 19), la produccion de a-CDs fue mayor que de las B-CDs, lo cual es
congruente con la literatura (Ding et al. 2010; Jeang 1999). Del mismo modo, en las pruebas de
actividad de la reaccion combinada AS + CGTasa con sacarosa y mucilago, la produccion de a-
CDs supero ligeramente a la —CDs, al igual que lo reportado por Koh (2016). Por altimo, los
ensayos de actividad de la fusion AS-CGTasa con almidon, sacarosa y mucilago indican que las a
y B—CDs se sintetizaron casi en igual proporcion. Este fendmeno es normal y se ha demostrado
con anterioridad que las condiciones de reaccidn enzimatica (tiempo de incubacion, temperatura y
concentracion de sustrato) (Rendleman 1999), asi como el tipo de sustrato o fuente de almidon

influye directamente en las proporciones de o, f y y CDs sintetizadas (Urban et al. 2012).

Un resultado totalmente imprevisto pero muy interesante resulté ser que, aunque los
analisis de espectrometria de masas (MALDI-TOF) revelaron la presencia de las CDs, la sefial de

a-CD fue infima en el producto AS + CGTasa y ausente en la fusion. No sobra recordar que la
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presencia de a—CDs se revela por un método colorimétrico con naranja de metilo (Lejeune et al.
1989) y las R—CDs por otro método colorimétrico con fenolftaleina (Makela et al. 2000). Ambas
técnicas colorimétricas son de amplio uso y estan reconocidas por los principales autores que han
trabajado en la produccion enzimatica de CDs (Ismail et al. 2011; J. Makela et al. 2002; Jiang et
al. 2018; Lejeune, Sakaguchi, & Imanaka 1989; Pendergast & Connors 1984; Qi & Zimmermann
2005). Tambien hay que aclarar que en este trabajo no estaba prevista la deteccion colorimétrica
de y—CDs. Lo intrigante es que el pico de a—CDs si aparece en la reaccion de la CGTasa con
almiddn, pero estad ausente en las reacciones AS + CGTasa con sacarosa y AS-CGTasa con
lixiviados de mucilago de cacao, como sustratos. En otras palabras, ;como explicar que las a—CDs
son detectadas por colorimetria, pero no por MALDI-TOF? Lo primero que deberiamos mencionar
es que en nuestros laboratorios ya se habian obtenido resultados similares (Mercado Villamizar &
Pinzon Joya 2020), sin que se hubiera ofrecido explicacion alguna. También podemos confiar en
la alta precision de los resultados de MALDI-TOF, por lo cual no se debe tratar de un asunto
metodoldgico. En cambio, deberia considerarse la posibilidad de una degradacion selectiva de las
a-CDs por parte de la CGTasa. En efecto, la enzima es capaz de ciclizar la glucosa en CDs, pero
también de catalizar la reaccion inversa, es decir hidrolizar las CDs (Terada et al., 2001; Koh et al.
2016). Koh et al. reportaron en su trabajo lo siguiente: “However, the amount of produced CDs
became lower after 48 h due to CGTase-catalyzed hydrolysis of a-(1,4)-linkages, which represents
a minor efféect of this enzyme”. Interesantemente, las muestras que se procesaron con el MALDI-
TOF se conservaron mas de una semana por razones de un operario y un turno disponibles. De
esta manera, habria habido tiempo suficiente para la accion hidrolitica de la CGTasa. Mas
interesante aun, resulta la selectividad en la degradacion de las a-CDs, lo que constituye una nueva

pregunta de investigacidn de gran interés para el futuro.
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Tomados en conjunto los resultados aqui mostrados, es valido concluir que se logro
construir una proteina de fusion AS-CGTasa bifuncional. Tambien, que la fusion es capaz de
catalizar la sintesis de CDs en una solo reaccion, lo cual abre inmensas perspectivas para minimizar
los pasos y los costos de la produccion industrial de CDs. Finalmente, el lixiviado de mucilago de
cacao resultd ser un sustrato promisorio para producir CDs y evitar al mismo el impacto negativo
ambiental que tiene botarlo como desecho. No obstante, nuestros resultados son apenas un punto
de partida para estudios futuros, pero los primeros pasos se han dado aqui. En este sentido, la
sintesis de CDs a partir de un sustrato natural como el lixiviado de mucilago de cacao, podria
aportar un valor agregado importante en la linea de produccion. Este método implica un proceso
mas natural, que podria ser incorporado en la industria alimenticia, incluida en la linea de
produccién de alimentos derivados del cacao. Eso si sin descartar la posibilidad de experimentar

con otros sustratos naturales ricos en azUcares.



PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS CON SACAROSA Y MUCILAGO DE CACAO 83

5. Conclusiones

» Los andlisis bioinformaticos demostraron que, a nivel predictivo, la fusion AS-CGTasa
adquirié una conformacion estructural estable, formada por dos dominios grandes bien
definidos y separados por una region linker.

» La fusion de la AS y la CGTasa, no afecto drasticamente la funcionalidad de los centros
activos de cada proteina. Los resultados obtenidos en las pruebas de actividad indican que
la AS-CGTasa es una proteina bifuncional, ya que los dominios AS y CGTasa cumplen
cada uno con sus actividades individuales, con sustratos convencionales.

» La AS-CGTasa se comporta como una multienzima que es es capaz de sintetizar CDs en
un solo paso mediante las reacciones acopladas de la AS y la CGTasa, a partir de sustratos
ricos en azucares como los lixiviados de mucilago de cacao y sacarosa.

» Se comprobo la capacidad de la reaccién combinada de los extractos crudos de AS (FIC)
+ CGTasa (FS) para la sintesis de CDs a partir de mucilago de cacao y sacarosa bajo las
condiciones de reaccion: Buffer Tris-HCI pH 7.5, temperatura 40°C, 24 h de incubacion.
La produccion de CDs de la reaccion combinada fue mayor en relacién con la fusién
AS-CGTasa.

> El mucilago de cacao puede ser utilizado como sustrato para la obtencion de CDs, a partir
de la reaccion combinada de de AS + CGTasa y la proteina fusiéon AS-CGTasa, gracias a
su aporte de oligosacaridos y monosacaridos. Los resultados obtenidos en este trabajo son
prometedores, ya que demostraron la obtencion de CDs a partir de este sustrato alternativo

con las enzimas recombinantes ain en condiciones no optimizadas.
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6. Recomendaciones

1) Purificar las proteinas AS (pET-GST-AS-His), CGTasa (pET-DacD-cgt-His), y AS-CGTasa
(PET-DacD-AS-cgt-His).

2) Determinar la estructura 3D de la proteina AS-CGTasa (pET-DacD-AS-cgt-His)

3) Caracterizar las condiciones expresion (Medio de cultivo, concentracion de IPTGy T°C y
tiempo de de incubacion) de peET-DacD-AS-cgt-His.

4) Determinar las condiciones 6ptimas de produccion de CDs con la fusion AS-CGTasa, para
los sustratos mucilago de cacao y sacarosa.

5) Analizar el producto de las reacciones con mucilago de cacao y sacarosa mediante HPLC.

6) Hacer un analisis completo de todas las reacciones evaluadas en el trabajo mediante MALDI-

TOF.
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Apéndices

Apéndice 1. Validacion de los modelos SynLinker y las estructuras de las proteinas nativas AS
(pdb 1g5a) y CGTasa (1cgt), mediante las herramientas PROSA WEB y Rampage Ramachandran.

1.1 PROSA WEB

El Z-score indica la calidad general del modelo, valores de Z-score fuera del rango
caracteristico de las proteinas nativas indican estructuras erroneas. Con el fin de facilitar la
interpretacion de la puntuacion de Z-score del modelo especifico, su valor particular se muestra en
un grafico que contiene valores Z-scorte de todas las cadenas de proteinas determinadas
experimentalmente.

Modelos ASN-terminal -CGT c-terminal

Como se observa en los graficos de energia de Z-score, existe un nimero pequefio de
proteinas de tamafio similar a los modelos de proteina fusion y con estructura 3D
experimentalmente resulta. No obstante, los valores de Z-score para los modelos 3D de la variante
AMSn-terminal -CG Tc-terminal S€ €ncuentran dentro del rango de puntuacion tipico para las proteinas
determinadas experimentalmente y disponibles en la pdb.

AS-eees)1-CGTasa AS-eees)3-CGTasa
Z-Score =-15.7 Z-Score = -14.26
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AS-Gaeaees-CGTasa
Z-Score = -15.9

X-ray
s NMR

Z-score

-15

200 400 600 800 1000 1200
Number of residues

Modelos CGTN-terminal ~ASc-terminal

El Z-score de los modelos CGTn-terminai~AMSc-terminai S€ €ncuentra dentro de los valores
tedricamente aceptables, pero presenta una ligera desviacion con respecto a proteinas de tamafio
similar resueltas experimentalmente. La desviacion de los valores posiblemente esté relacionada
con el valor de Z-Score observado en la proteina individual AMS (1g5a) que, a pesar de ser una
estructura resuelta experimentalmente, presenta un valor de puntuacion atipico.
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1.2 Ramachandran plot
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MNumber of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
MNumber of glycine residues (shown as triangles) 131
MNumber of proline residuss 54
Total number of residues l?j-f.]
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Psi (degrees)

ASLsCGT
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= ' ke
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. | TR 195
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-1354 | | P a .
| | o .
. .t:‘ A 4 H | 1 i ““‘A ~b
- Iﬁ.l. = .L.T T T b I
-180  -135 -90 -43 0 45 90 135
Phi (degrees)
Plot statistics
Residues in most favoured regions [AB.L] 1001 87.5%
Besidoes m addiional allowed regions [a.b.lp] 133 11.6%
Besidues mn generously allowed regions [~a.~b.~L~p] 7 0.6%
Residues in disallowed regions 3 0.3%
Number of non-glycine and non-proline residuss lﬂ-i lﬂ:li;ﬂ_" o
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glycme residues (shown as friangles) 135
Number of proline residnes 54
‘liotal mumber of Tesidues IES
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Psi (degrees)

GTLIAS

s

1354 \  ta .
| | .
[ ] | | a ot b
ar . | Ay B
g -_.'T T T T £ T .
-180  -135 -90 -45 0 45 90 135
Phi (degrees)
Plot statistics
Residues in most favoured regions [AB,L] 291 86.9%
Residues in additional allowed regions [a.5.1p] 138 12.1%
Eesidues in generously allowed regions [~a.~b~L~p] 10 0.9%
Residues in disallowed regions 2 0.2%
Number of non-ghycine and nen-prolme residues 1;4-1 IEIGE’ o
MNumber of end-residuzs (excl. Gly and Pro) 2
MNumber of glycine residues (shown as triangles) 123
MNumber of proline residues 34
Total number of residues 1;3_0
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Psi (degrees)

CGTL3AS

| | b
[ a | ‘ | | )
A T .‘_’?‘ - | T . s T _
-180 -135 -90 -45 0 45 90 135
Phi (degrees)
Plot statistics

Residues in most favoured reglons [A.BL] 991 36.7%

Residues in additional allowed regions [a.b.lp] 143 12.5%

Residues in generously allowed regions [~a,~b,~L~p] 7 0.6%

Residues in disallowed regions 2 0.2%

Mumber of non-glycine and non-proline residuess 1143 100,075

Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 1

Mumber of glyeine residues (shown as tnangles) 131

MNumber of proline residues 54

1330

Total number of residues
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Psi (degrees)

CGTLsAS
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-180  -135 -90 -45 0 45 90 135 180
Phi (degrees)
Plot statistics
Fesidues m most favoured regions [AB,L] 1001 37.5%
Fesidues m additional allowed regions [a,b,lp] 133 11.6%
Residues m generously allowed regions [~a,~b,~L~g] 7 0.6%
Fesidues m disallowed regions 3 0.3%
MNumber of non-glycine and non-prolme residues 1144 100.0%
MNumber of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
MNumber of glycine residues (shown as mangles) 135
Mumber of proline residues 4
Total oumber of residues 1335
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Apéndice 2. Sitio activo de ASy CGTasa

2.1 Amilosacarasa

En la amilosacarasa el bolsillo de union (Binding pocket) se encuentra en la superficie
cerca a los dominios B’ y B, conformado por los aminoacidos H392, D144, R226, 1330, R509 y
H187 (subsitios -1 y +1) (Daudé et al. 2013; Skov et al. 2001a), mientras que los residuos
cataliticos son E328, D393 y D285.

Sitio activo
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2.2 CGTasa

En la CGTasa, el sitio activo esta ubicado en el Dominio A, conformado por los
aminoacidos E257, D229, D328, H140, H327 y R227 (Uitdehaag et al. 1999a; Uitdehaag et al.
1999b). Otro aminoacido importante es Y195, que cumple un papel importante en la determinacion
de la especificidad del tipo de CDs que se producen (Kelly, Dijkhuizen, & Leemhuis 2009). Por
otro lado, el dominio E funciona como un dominio de union del almidén (Penninga et al. 1996).

Sitio activo
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Apéndice 3. Secuencias GST-AS, CGTasay fusion AS-CGTasa.

3.1 Secuencia GST-AS + Sitios de Restriccion

Ndel 10 20 30 40 50 60 70 80 90

[ | [ [ | [ [ [ [
C*TATGAGCCCGATTCTGGGTTATTGGAAAATTAAGGGCCTGGTGCAGCCGACCCGTCTGCTGCTGGAATATCTGGAAGAAAAATATGAAGAACACCTGT 100
HIM s P I L G ¥ W K I K 6 L VvV Q P TR L L L E Y L E E K Y E E H L Y 100

—p Glutation - GST

| | | | | | | | |

ATGAACGCGATGAAGGTGACAAATGGCGCAATAAGAAATTTGAACTGGGTCTGGAATTTCCGAATCTGCCGTATTATATTGATGGTGACGTTAAACTGAC 200
E R D E G D K WU RNIKIKVF E L GL EF P NL P Y Y I DGD V KL T 200

| | | | | | |
CCAGAGTATGGCCATTATTCGTTATATTGCAGATAAACATAACATGCTGGGTGGCTGTCCGAAAGAACGCGCAGAAATTAGCATGCTGGAAGGTGCAGTT 300
Q s MA I I RYTIADJIKUHNMMLTGS G CZ®PZE KTETZ RAETISMMTLETGA AUV 300

| | | | | | | | |
CTGGATATTCGCTATGGTGTGAGTCGCATTGCCTATAGCAAAGATTTTGAAACCCTGAAAGTGGATTTTCTGAGTAAACTGCCGGAAATGCTGAAAATGT 400
L DI RY GV S RIAY S KDV FETULI KV VD F L S KULPEMMT LI KMMTF 400

| | | | | | | | |
TTGAAGATCGCCTGTGCCATAAAACCTATCTGAATGGCGATCATGTTACCCATCCGGATTTTATGCTGTATGATGCCCTGGATGTGGTGCTGTATATGGA 500
EDRULTGCHI KTYULNGUDUHV THZ®PUDTFMLTYUDA ATLT DUV V L Y M D 500

| | | | | | I I I
CCCTATGTGTCTGGATGCCTTTCCGAAACTGGTTTGCTTTAAAAAACGTATTGAGGCAATTCCGCAGATTGATAAATATCTGAAAAGCAGTAAGTACATC 600

P M C L D A F P KL VCUPF K KU RIEA ATIUPIO QI D K Y L K S S K Y I 600
Ndel
| | | | | | | | |

GCCTGGCCGCTGCAGGGCTGGCAGGCTACATTTGGCGGCGGCGATCATCCGCCGAAAAGTGATCTGGAAGTGCTGTTTCAGGGCCCGCA&ATGAATAGTC 700
A W PL Q G W QA ATV FGGGDHUP P K SDILEVLVF QG P HMNDN S Q 700

: : : : : : AMILCI)SACARASPI« - AMS I—’

AGTATCTGAAAACCCGCATTCTGGATATCTATACCCCGGAACAGCGCGCAGGCATTGAAAAAAGTGAAGATTGGCGTCAGTTTAGCCGCCGCATGGATAC 800
Yy L. XK T RrR I L D I ¥ T P E Q R A G I E K S E D W R Q F S R R M D T 800

I I I I I I I I I
CCATTTTCCGAAATTAATGAATGAACTGGATAGTGTGTACGGCAATAATGAAGCACTGCTGCCGATGCTGGAAATGCTGCTGGCCCAGGCATGGCAGAGC 900
HF P K L MNZETULUD SV Y GGNNZEA ATILTILUZPMTILEMMTLTILA Az QATWQ S 900

I I I I I [ [ [
TATAGCCAGCGTAATAGTAGTCTGAAAGATATTGATATCGCCCGTGAARATAATCCGGATTGGATTCTGAGTAATAAGCAGGTGGGCGGCGTTTGCTATG 1000
Yy S Q R NS s L KDTIDTIA ARENNU®PHUDOWTIILSNIKQV G G V C Y V 1000

| | I | | I I I I
TTGATCTGTTTGCCGGTGACCTGAAAGGTCTGAAAGATAAAATTCCGTATTTCCAGGAACTGGGTTTAACCTATCTGCATCTGATGCCGCTGTTTAAATG 1100
b L A G DL K G L K DI K TI PY F QE L G L T Y L HL M P L F K C 1100

I I I I I I I I I
TCCGGAAGGTAAAAGCGATGGCGGCTATGCAGTGAGTAGTTATCGCGATGTGAATCCGGCCCTGGGCACCATTGGTGACCTGCGTGAAGTGATTGCCGCC 1200
P E G K s DbD G GY AV S S Y RDVNPALGTTI G DL R E V I A A 1200

I I I I I \ \ \
CTGCATGAAGCCGGCATTAGTGCAGTTGTGGATTTTATTTTTAACCATACCAGTAACGAGCATGAATGGGCACAGCGTTGCGCAGCAGGCGATCCGCTGT 1300
L HEAG I S AV VDVF I F NHTSNEUHETWA AU QIR CAA AGD P L F 1300

| | I I I | | | I
TTGATAATTTTTATTATATCTTCCCTGACCGCCGTATGCCGGATCAGTATGATCGTACCCTGCGTGAAATTTTTCCGGATCAGCATCCGGGTGGCTTTAG 1400
b N F Y Yy I F P DRI RMU®PDOQY DR TL RE I F P D Q H P G G F S 1400

I I I I I I I I I
CCAGCTGGAAGATGGTCGTTGGGTGTGGACCACCTTTAATAGCTTTCAGTGGGATCTGAATTATAGTAATCCGTGGGTTTTTCGCGCCATGGCCGGTGAA 1500
Q LEDGR WV WTTFNSTFQWODILNYSNPWV FRZ AMMAZAGE 1500

I I I I I I I I I
ATGCTGTTTCTGGCAAATCTGGGCGTTGATATTCTGCGCATGGATGCAGTTGCATTCATTTGGAAACAGATGGGCACCAGTTGCGAAAATCTGCCGCAGG 1600
M L F L A NL GV D I L RMUDA AV AU F I WI KOQMG GT s CE N L P Q A 1600

| I I | I I [ \
CACATGCCCTGATTCGCGCCTTTAATGCCGTGATGCGCATTGCAGCACCGGCAGTTTTCTTTAAAAGCGAAGCCATTGTTCATCCGGATCAGGTTGTGCA 1700
H A L I R A F NAUVMURIAAUPA AV F F K S EATI V HP D Q V V Q 1700

I I I I I I I I I
GTATATTGGTCAGGATGAATGTCAGATTGGTTATAATCCGCTGCAGATGGCACTGCTGTGGAATACCCTGGCCACCCGCGAAGTTAATCTGCTGCATCAG 1800
y I 6 g DECOQTIGYNUPILOQOQMAILIZLWNTTILATIRUEVNTLILHQ 1800

I I I I I I I I I
GCACTGACCTATCGCCATAATCTGCCGGAACATACCGCATGGGTGAATTATGTGCGCAGCCATGATGATATTGGTTGGACCTTTGCAGATGAAGATGCCG 1900
AL T Y R HN L P EH T AWV N Y V R S HDD I G W T F A D E D A A 1900
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[ | [ | [ [ | [ |
CATATCTGGGTATTAGTGGCTATGATCATCGTCAGTTTCTGAATCGCTTTTTCGTTAATCGTTTTGATGGCAGTTTTGCACGCGGCGTTCCGTTTCAGTA 2000
Yy L G I S G Y DHURIQZPFILNU RT FZFVDNIRT FUDG G S F ARGV P F Q Y 2000

[ I I I [ [ I I I
TAATCCGAGTACCGGTGACTGTCGCGTGAGCGGTACCGCAGCAGCACTGGTGGGTCTGGCCCAGGATGATCCGCATGCAGTTGATCGTATTAAGCTGCTG 2100
N P S TGD C®RVSGT T AAATLUV GLAOQDUDU?PUHAVDI RTIIKTILL 2100

\ | I I \ \ | I I
TATAGTATTGCACTGAGCACCGGTGGCCTGCCGCTGATCTATCTGGGTGACGAAGTGGGCACCCTGAATGATGATGATTGGAGCCAGGATAGTAATAAGA 2200
Yy s 1 AL s T G G L P L I ¥ L G D E V G T L N D DUDW S Q D S N K S 2200

\ | I I \ \ | I I
GCGATGATAGTCGTTGGGCCCATCGTCCGCGCTATAATGAAGCCCTGTATGCCCAGCGTAATGATCCGAGCACCGCAGCAGGCCAGATCTATCAGGGTCT 2300
D D S R WAHURUPIRYDNEA AILYAOQRNDP S T A ASGUOQTI Y QO G L 2300

[ I I I I \ [ I I
GCGCCACATGATTGCCGTTCGCCAGAGCAATCCGCGTTTTGATGGTGGTCGCCTGGTTACCTTTAATACCAATAATAAGCATATCATCGGCTATATTCGT 2400
R HM I AVROQSNUPIRT FDSGS GH®RULV TFNTNN NI KIHTITISGTY I R 2400

[ I I I [ [ I I I
AATAATGCACTGCTGGCCTTTGGCAATTTTAGCGAATATCCGCAGACCGTTACCGCACATACCCTGCAGGCAATGCCGTTTAAAGCACATGATCTGATTG 2500

N NAL L A F GNF S EY P QT V TAIHTIL QAM P F KA HD L I G 2500

\ | I I \ \ | | I
GCGGTAAAACCGTGAGTCTGAATCAGGATCTGACCCTGCAGCCGTATCAGGTTATGTGGCTGGAAATTGCACATCATCATCATCACCATTAGGATCC 2600
G K T vs L N QDL T UL Q P Y Q VMWL E I A H H H H H H * p C 2600

BamHI
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3.2 Secuencia CGTasa + Sitios de Restriccion

Signal peptide

Ndel DacD

H M K R R L I I A A S L F V F N L S S G F A P D T S V D N K V N 100
CGTase
| \ | | | | F | |

ATTTCAGTACCGATGTGATCTATCAGATTGTTACCGATCGTTTTGCAGATGGCGATCGCACCAATAATCCGGCAGGCGATGCATTTTCTGGCGATCGCAG 200
F s T DV I Y o I vTUDU RFADG DU RTNNUPASGDA AU F S G D R S 200

10 20 50 60 70 80 90
| [ \ | | I [ I
ATGAAGCGCCGTCTGATTATTGCAGCCAGTCTGTTTGTTTTTAATCTGAGTAGCGGTTTTGCA'CCGGATACCAGTGTTGATAATAAGGTTA 100

[ \ \ | [ | \ [ I
TAATCTGAAACTGTATTTTGGTGGTGACTGGCAGGGTATTATTGATAAAAT TAATGACGGCTACCTGACCGGCATGGGCGTGACCGCCCTGTGGATTAGT 300
N L K L Y F G G D WOQ G I I DEXINUDGYULTGMMGV T ALWTI S 300

I \ \ | I I \ \ |
CAGCCGGTGGAAAATATTACCAGTGTTATTAAGTACAGCGGTGTTAATAATACCAGTTATCATGGCTATTGGGCACGCGATTTTARAACAGACCAATGATG 400
Q p V EN I T s Vv I K Y S GV N NT S Y HG Y WA R D F K Q T N D A 400

I \ \ | I I \ I
CCTTTGGCGATTTTGCAGATTTTCAGAATCTGATTGATACCCTGACCCTGATTACCAGTCGCAGCGATCGTCTGCGTCCGCAGCCGCATGTGAGCGGCCG 500
¥ G D F ADFFF QNL I DT L T L I TS R S D URL R P Q P H V S G R 500

I \ \ \ | I \ \ |
TGCTGGTACCAATCCGGGCTTTGCAGAAAATGGTGCACTGTATGATAATGGTAGCCTGCTGGGTGCCTATAGCAATGATACCGCAGGCCTGTTTCATCAT 600
A G T NP G F A ENGAL Y DNGS L L G A Y S N DT A G L F H H 600

I \ \ | | I \ \ |
AATGGTGGTACCGATTTTAGTACCATTGAAGATGGTATCTATAAGAATCTGTACGATCTGGCAGATATTAATCATAATAACAACGCAATGGACGCATATT 700
N G G T DVF s T I E DG I ¥ KNTL Y DL A DI NHNNNAMMUD A Y F 700

| \ \ | | I \ \ |
TTAAAAGCGCAATTGATCTGTGGCTGGGCATGGGTGTTGATGGTATTCGCTTTGATGCCGTTAAACAGTATCCGTTTGGCTGGCAGAAAAGCTTTGTTAG 800
kK s aAa I DL WL GM G VD GG I R F DAV K QY P F G W Q K S F V S 800

I \ [ I I I \ \ I
CAGTATCTATGGCGGTGACCATCCGGTTTTTACCTTTGGTGAATGGTATCTGGGTGCCGATCAGACCGATGGTGACAATATTAAGTTTGCAAATGAAAGC 900
s I Yy GGG DUHU®PVF T FGEWYT LGADJ OQQTUDGUDNTII KT FANTE S 900

| \ \ | | | I \
GGCATGAATCTGCTGGATTTTGAATATGCACAGGAAGTTCGCGAAGTTTTTCGTGATAAAACCGAAACCATGAAAGATCTGTATGAAGTGCTGGCAAGCA 1000
G M N L L DF E Y A Q E V REV F RDI K TETMI KDL Y E V L A S T 1000

I \ \ | I I [ [ I
CCGAAAGTCAGTATGATTATATTAATAACATGGTGACCTTCATCGATAATCATGATATGGATCGCTTTCAGGTTGCAGGTAGCGGTACCCGCGCCACCGA 1100
E s ¢y DYy I NN MV TF I DNHUDMUDURFQV A G S G T R A T E 1100

| \ \ | | I \ \ |
ACAGGCACTGGCACTGACCCTGACCAGTCGCGGCGTGCCGGCAATCTATTATGGTACCGAACAGTATATGACCGGTGACGGCGATCCGAATAATCGCGCC 1200
Q AL A L T L T S R GV P A I Y Y G TE QY M T G D G D P N N R A 1200

I \ \ I I I \ \ I
ATGATGACCAGTTTTAATACCGGCACCACCGCCTATAAAGTGATTCAGGCCCTGGCCCCGCTGCGTAAAAGCAATCCGGCCATTGCCTATGGTACCACCA 1300
M M T S F N T G T TAYXK VI QATLAZPTILIRIEKSNUPATIA AYG T T T 1300

| \ \ | | | I \
CCGAACGCTGGGTTAATAATGATGTTCTGATTATTGAGCGTAAGTTTGGCAGCAGTGCAGCACTGGTGGCAATTAATCGCAATAGCAGCGCCGCCTATCC 1400
ERWVNNDV L I I ERKF G S S AAL VA I NI RNS S A A Y P 1400

I | \ I I I [ [ I
GATTAGCGGCCTGCTGAGCAGCCTGCCGGCAGGTACCTATAGCGATGTGCTGAATGGTCTGCTGAATGGTAATAGCATTACCGTGGGCAGTGGTGGTGCC 1500
1 s 6L LSS L PAGTYSDVILNSGTZLILNGNSTITUV G S G G A 1500

I \ \ | | I \ \ |
GTGACCAATTTTACCCTGGCCGCAGGCGGCACCGCCGTTTGGCAATATACCGCCCCGGARAACCAGCCCGGCAATTGGCAATGTGGGTCCGACCATGGGTC 1600
v T N F T L A A G G T AUV W QY T AUPET S P A I G NV G P T M G Q 1600

I \ \ I I I \ [ I
AGCCGGGTAATATTGTGACCATTGATGGCCGTGGCTTTGGCGGCACCGCAGGCACAGTGTATTTTGGTACCACCGCCGTGACCGGCAGTGGTATTGTGAG 1700
PG6GNTI VTTIDGIRSGT FGGTAGTV Y F GTTA AV T G S G I V S 1700

I | [ I I I I \
TTGGGAAGATACCCAGATTAAGGCCGTTATTCCGAARAGTTGCCGCCGGCAAAACCGGTGTGAGCGTTAAAACCAGCAGTGGTACCGCCAGCAATACCTTT 1800
W EDT QI KAV I PXKVAAGI KTSGV S VKT S S G TASNTF 1800
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I | I \ \ \ | | |
AAAAGTTTTAATGTGCTGACCGGCGATCAGGTGACCGTTCGTTTTCTGGTTAATCAGGCAAATACCAATTATGGTACCAATGTGTATCTGGTGGGTAATG 1900
K s ¥ N VL T GG D VTV R F L VN QANTNY G TN V Y L V G N A 1900

I I I \ \ \ | I I
CAGCAGAACTGGGTACCTGGGACCCTAATAAGGCCATTGGTCCGATGTATAATCAGGTTATTGCAAAATATCCGAGCTGGTATTATGATGTGAGTGTTCC 2000
A E L G T WD PN KA I GPMYDNOQV I A KY P S WY Y DV S V P 2000

I I I \ [ [ I I I
GGCAGGTACAAAACTGGATTTTAAATTCATTAAGAAGGGCGGTGGTACCGTTACCTGGGAAGGTGGTGGTAATCATACCTATACCACCCCGGCAAGTGGC 2100

A G T K L D F K F I K K G G G T VvV T W E G G G N H T Y T T P A S G 2100
| | | \ \ | | [ |
GTGGGCACCGTTACCGTTGATTGGCAGAATCATCATCATCATCACCATTAGGATCC 2200
v G T v T V D W Q N H H H H H H * D C 2200
BamHI

3.3 Esquema peéptido sefial CGTasa : Reemplazo del péptido sefial CGTasa por DacD.

Péptido Sefial CGTasa

latg aag agc cgt tac aaa cgt ctg acc age tta gee ctg agt ctg age atg gee ctg got ate agt ctg ccg gea tgg gec’!

IMKSRYKRILTSLALSLSMALGISLPAWA?’

Péptido Sefial DacD l

la cat atg aag cgc cgt ctg att att gca gee agt ctg ttt gtt ttt aat ctg agt age got ttt gcas’

IHMKRRLITAASLFVFNLSSGFA??
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3.4 Secuencia Fusion AS-CGTasa + Sitios de Restriccion

Signal peptide
Ndel gnal pep Ndel
10 20 DacD 3 40 50 60 70 80 90
| | | | | | IAL | |
CAL‘ATGAAGCGCCGTCTGATTATTGCAGCAAGTCTGTTTGTTTTTAACCTGAGCAGCGGTTTTGCCGCCC ATGAATAGCCAGTATCTGAAAACCCGTA 100

H M K R R L I I A A S L F V F N L S S G F A A H M N S Q Y L K T R I 100
— Amilosacarasa
| | [ [ | | [ | |
TTCTGGATATCTATACCCCGGAACAGCGCGCAGGCATTGAAAAAAGCGAAGATTGGCGCCAGTTTAGTCGTCGTATGGATACCCATTTTCCGAAACTGAT 200
L b I vy T P E Q R A G I E K S E D WU R Q F S R R M D T H F P K L M 200

I \ | | I \ I I \
GAATGAACTGGATAGTGTTTATGGTAATAACGAAGCCCTGCTGCCGATGCTGGAAATGCTGCTGGCACAGGCATGGCAGAGTTATAGTCAGCGCAATAGC 300
N E L DS VY G NNE AL L P ML EMIL L AQ AW Q S Y S Q R N S 300

I \ | I [ I I \ |
AGTCTGAARAGATATTGATATTGCCCGTGAARATAACCCGGATTGGATTCTGAGCAATAAGCAGGTTGGTGGTGTGTGTTATGTGGATCTGTTTGCCGGTG 400
s L K b I DTIARENNDNU®PDWTITULSNZ XKOQV G GV C Y VDL F A G D 400

I \ | I I \ \ | \
ACCTGAAAGGCCTGAAAGATAAAATTCCGTATTTTCAGGAACTGGGTCTGACCTATCTGCATCTGATGCCGCTGTTTARATGTCCGGAAGGTAAAAGTGA 500
L K 66 L K DK I P Y F Q E L GG L T Y L HL M P L F K C P E G K S D 500

I [ I I [ I I \ I
TGGTGGTTATGCAGTGAGCAGCTATCGTGATGTTAATCCGGCCCTGGGTACCATTGGCGATCTGCGCGAAGTGATTGCAGCACTGCATGAAGCCGGTATT 600
G GY AV SSYRDUVNPATLSGTTIGDTU LU RTEU VI A-ATLUHEATGTI 600

I \ I I \ I I \ I
AGTGCCGTTGTTGATTTTATTTTTAACCATACCAGCAACGAACATGAATGGGCCCAGCGTTGTGCAGCAGGTGACCCGCTGTTTGATAATTTTTATTATA 700
S AVvVDUZ F¥IFNHTSDNZEHEWA A QIRTCAAGTDZ®PTLT FDNT F Y Y I 700

I \ | I \ | I \ |
TCTTCCCTGACCGCCGTATGCCGGATCAGTATGATCGCACCCTGCGTGAAATTTTTCCGGATCAGCATCCGGGTGGCTTTAGTCAGCTGGAAGATGGTCG 800
F P D RRMUPD QY DR T L RE I F P D OQH P G G F S Q L E D G R 800

I \ | I \ I \ | I
CTGGGTTTGGACCACCTTTAATAGCTTTCAGTGGGATCTGAATTATAGTAATCCGTGGGTTTTTCGTGCCATGGCCGGTGAAATGCTGTTTCTGGCCAAT 900
w v w T T F N S F Q WD L N Y S NP W V F R AMAGEMT L F L A N 900

I \ I I \ I I \ I
CTGGGCGTGGATATTCTGCGCATGGATGCCGTGGCATTCATTTGGAAACAGATGGGTACCAGCTGTGAAAATCTGCCGCAGGCCCATGCCCTGATTCGTG 1000
L GVDTIULRMPDA ATYVATFTIWI XIOQMGT S CENTL?PQAUHA ATLTI R A 1000

I \ | I \ | I \ |
CCTTTAATGCCGTTATGCGTATTGCAGCCCCGGCAGTGTTTTTCAAAAGCGAAGCAATTGTGCATCCGGATCAGGTGGTGCAGTATATTGGCCAGGATGA 1100
F NA VMR IAAUPA AV F F K S EA AT V HP D Q V V Q Y I G Q D E 1100

I \ I I \ I I \ I
ATGCCAGATTGGTTATAATCCGCTGCAGATGGCACTGCTGTGGAATACCCTGGCCACCCGCGAAGTGAATCTGCTGCATCAGGCACTGACCTATCGTCAT 1200

c ¢ I 6 Yy N PL Q MAULL WNT L AT REV N L L HQATIL T Y R H 1200

I \ I I \ | I \ I
AATCTGCCGGAACATACCGCATGGGTGAATTATGTGCGCAGCCATGATGATATTGGCTGGACCTTTGCCGATGAAGATGCAGCATATCTGGGCATTAGCG 1300
N L P EHTAWV N Y VRSHDU DTIGWT T FADET DA AATYTLG I S G 1300

I [ I I \ I I \ I
GTTATGATCATCGTCAGTTTCTGAATCGCTTTTTCGTGAATCGTTTTGATGGTAGTTTTGCACGCGGTGTGCCGTTTCAGTATAATCCGAGTACCGGTGA 1400

Yy b H R QF L NRF F VNRF D G S F ARGV P F Q Y N P S T G D 1400

I \ I I \ I I \ I
CTGTCGCGTTAGCGGTACCGCCGCCGCCCTGGTTGGCTTAGCCCAGGATGATCCGCATGCAGTGGATCGTATTAAGCTGCTGTATAGCATTGCCCTGAGT 1500
C RV SGTAAALV GLAOQDUD?PHAV DI RTII KT LTILYS I ATIL S 1500

I [ I I [ | I \ I
ACCGGTGGCCTGCCGCTGATCTATCTGGGTGACGAAGTGGGCACCCTGAATGATGATGATTGGAGTCAGGATAGCAATAAGAGTGATGATAGCCGCTGGG 1600
T 66 G L P L I YL GDEVGTTILNUDU DUDW S Q D S N K S DD S R W A 1600

I \ \ I \ \ I \
CACATCGTCCGCGTTATAATGAAGCACTGTATGCCCAGCGTAATGATCCGAGCACCGCAGCCGGCCAGATCTATCAGGGCCTGCGTCACATGATTGCCGT 1700
H R P R Y NEAUL Y AQ RND P S TAAGOQTI Y Q G L R H M I A V 1700

I \ I I \ I I \ I
GCGTCAGAGCAATCCGCGTTTTGATGGCGGCCGCCTGGTGACCTTTAATACCAATAATAAGCATATCATCGGCTATATTCGCAATAATGCACTGCTGGCC 1800

R ¢ s N P R F D G GR L VTPF N TNNKH I I G Y I RN NATIL L A 1800
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\ [ I I I \ [ I I
TTTGGTAATTTTAGCGAATATCCGCAGACCGTTACCGCCCATACCCTGCAGGCAATGCCGTTTAAAGCACATGATCTGATTGGTGGTAAAACCGTGAGTC 1900
F G N F S EY P Q TV TAHTTULOQAMMTZPTFIE XA AIHUDTILTISGSGI K T V s L 190

\ [ | I I | \ [ \
TGAATCAGGATCTGACCCTGCAGCCGTATCAGGTTATGTGGCTGGAAATTGCABGTCEIGETAGCATGAGCCCGGATACCAGCGTTGATAATAAGGTGAA 2000
N O DL TLOQPY QVM@W®WLETHA ASGTGT GSMSPDT SV DN K V N 2000

\ \ | I I \ \ | I
TTTTAGTACCGATGTGATCTATCAGATTGTGACCGATCGCTTTGCCGATGGCGATCGTACCAATAATCCGGCAGGTGACGCCTTTAGCGGTGACCGTAGC 2100
F Ss T DV I Y @ I v T DR F A D G DR TNNP A G DA F S G D R S 2100

\ \ I I I \ [ I I
AATCTGAAACTGTATTTTGGTGGTGACTGGCAGGGCATTATTGATAAAATTAATGATGGTTACCTGACCGGCATGGGCGTGACCGCACTGTGGATTAGCC 2200
N L K L Y F G G6GDWOQG I I DI KTINU DTG YTULTGMG GV T ATILTW I S Q 2200

\ [ I I I \ \ I I
AGCCGGTTGAAAATATTACCAGCGTGATTAAGTATAGCGGTGTTAATAATACCAGTTATCATGGTTATTGGGCCCGTGATTTTAAACAGACCAATGATGC 2300
PV ENTIT S VI XK Y S GV NNTSYHG Y WAURUDTFZ K QTN D A 2300

| [ I I I \ | \ [
CTTTGGCGATTTTGCAGATTTTCAGAATCTGATTGATACCCTGACCCTGATTACCAGTCGTAGTGATCGTCTGCGCCCGCAGCCGCATGTTAGTGGTCGC 2400
F G D F ADVF QNULTIDTTZLTT LTIT SRS DI RTUILIRUPQPHV S G R 2400

| [ I I I \ [ I I
GCAGGTACCAATCCGGGTTTTGCCGAAAATGGCGCCCTGTATGATAATGGCAGCCTGCTGGGCGCCTATAGCAATGATACCGCCGGTCTGTTTCATCATA 2500
A G TN PG FAENGA ATLYUDIUNSGSUL L GAY S NUDTAGL F H H N 2500

\ [ I | I \ [ I I
ATGGCGGTACCGATTTTAGTACCATTGAAGATGGCATCTATAAAAATCTGTACGATCTGGCCGATATTAATCATAATAATAACGCAATGGACGCATATTT 2600
G 6 TDU F STTIEDGTIYXNILYDILADTINUHNNDNNDNAMTPDAY F 2600

\ [ I I I \ [ I I
TAAGAGCGCAATTGATCTGTGGCTGGGTATGGGCGTTGATGGTATTCGTTTTGATGCCGTTAAACAGTATCCGTTTGGCTGGCAGAAAAGCTTTGTTAGT 2700
K s A I DULWIULGMGVDGTI®RT FDA AVIEKIOQY?PTFGW QK S F V S 2700

\ [ I I I \ [ I \
AGCATCTATGGCGGCGATCATCCGGTGTTTACCTTTGGTGAATGGTATCTGGGCGCCGATCAGACCGATGGTGACAATATTAAGTTTGCAAATGARAGCG 2800
s I Yy GGDHUPV/ F TV FGEWYUILGAD G QTUDSGUDNTIZXF ANE S G 2800

\ [ [ I I \ \ [ I
GTATGAATCTGCTGGATTTTGAATATGCCCAGGAAGTTCGCGAAGTTTTTCGCGATAARACCGAAACCATGARAGATCTGTATGAAGTGCTGGCCAGCAC 2900
M N L L DFEYAOQZEVREV VT FIRUDI KTZETMMZ XU DIL Y EV L A S T 2900

\ \ | I I \ \ | I
CGAAAGTCAGTATGATTATATTAATAACATGGTGACCTTCATCGATAATCATGATATGGATCGTTTTCAGGTTGCCGGCAGCGGCACCCGTGCCACAGAA 3000
E s ooy Dby 1 N NMVTF I DNHDMUDI RFQV A G S G T R A T E 3000

\ \ | | I \ \ | I
CAGGCACTGGCCCTGACCCTGACCAGTCGTGGTGTGCCGGCCATCTATTATGGTACCGAACAGTATATGACCGGTGACGGCGATCCGAATAATCGTGCCA 3100
Q AL AL T L T S R GV P ATI Y Yy GTE QY M T G D G D P N N R A M 3100

\ [ I I I \ [ I I
TGATGACCAGTTTTAATACCGGTACCACCGCATATAAAGTGATTCAGGCACTGGCGCCGCTGCGCAAAAGTAATCCGGCCATTGCCTATGGTACCACCAC 3200
M T S F N TG T TA Y KV I QA L APULIRIKSNUZPATIA AYGT T T 3200

\ [ I | I I [ [ |
CGAACGTTGGGTTAATAATGATGTGCTGATTATTGAACGTAAGTTTGGCAGCAGTGCCGCACTGGTGGCCATTAATCGCAATAGCAGCGCCGCCTATCCG 3300
E R WV NND VL I I ERZKF G S S AATL V AI NI RNS S A A Y P 3300

\ [ I I I \ [ I I
ATTAGTGGTCTGCTGAGTAGTCTGCCGGCAGGTACCTATAGTGATGTGCTGAATGGTCTGCTGAATGGTAATAGCATTACCGTGGGCAGCGGTGGTGCAG 3400
1 s 6L LSS LPAGTYSDUVLNSGZLZLNDNSGNSTITUV G S G G A V 3400

\ [ I I I \ [ I I
TGACCAATTTTACCCTGGCCGCAGGTGGCACCGCAGTGTGGCAGTATACCGCCCCGGAAACCAGCCCGGCAATTGGTAATGTTGGTCCGACCATGGGTCA 3500
T N F T LAAGGTA AV WOQY TA®PZETS?PATIGNV VG P T MG Q 3500

\ [ I I I \ [ I I
GCCGGGCAATATTGTTACCATTGATGGTCGTGGCTTTGGTGGCACCGCCGGTACCGTTTATTTTGGTACCACCGCCGTTACCGGCAGTGGCATTGTGAGC 3600
PGNTIVTIDGI RSGT FGSGTA AGTUVYJFGTTH AV TGS G I V S 3600

\ \ | I I I \ \ |
TGGGAAGATACCCAGATTAAGGCAGTTATTCCGAAAGTGGCAGCCGGCAARAACCGGTGTGAGTGTTAAAACCAGCAGTGGTACCGCAAGTAATACCTTTA 3700
wW E D T Q I K AV I P K V A A G K T GV S V K T s s G T A S N T F K 3700
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| \ I \ I \ I \ I
AAAGCTTTAATGTGCTGACCGGTGACCAGGTGACCGTTCGCTTTCTGGTTAATCAGGCAAATACCAATTATGGTACCAATGTTTATCTGGTTGGCAATGC 3800
s ¥ NV L T G D Q V TV R F L VN QAN TN Y GG TN V Y L V G N A 3800

| \ I [ [ [ [ [ [
CGCCGAACTGGGTACCTGGGACCCTAATAAGGCAATTGGTCCGATGTATAATCAGGTTAT TGCAARATATCCGAGCTGGTATTATGATGTTAGTGTGCCG 3900
A E L G T WD PN KAIG?PMYNOQQV IAZ KYU®PS WYY DV S V P 3900

I [ I [ I [ I [ [
GCCGGCACCAAACTGGATTTTAAATTCATTAAGAAGGGCGGCGGCACCGTGACCTGGGAAGGTGGTGGTAATCATACCTATACCACCCCGGCAAGTGGTG 4000
A G T K L D F K F I K K GG G TV T WEGSGGNUHT Y TT P A S G V 4000
I I I I \ | [ I I
TTGGCACCGTGACAGTTGATTGGCAGAATCATCATCATCATCACCATTAGGATCC 4100

G T Vv T vV D W Q N HH H HHH * D C 4100

Apéndice 4. Representacion 3D de los sitios activos de AS-CGTasa (modelo ASL1CGT) con sacarosa y a-

(1,4)-glucanos.

a) b)

N-terminal

a—(l,4)—gluca1ioé k

C-terminal

a) Distancia entre los sitios de union de los a-(1,4)-glucanos en la AS y la CGTasa (antes de la conversion a
CDs) y posible ruta para la formacion de los canales intramoleculares.

b) Posible ruta de libre difusion del producto-sustrato a-(1,4)-glucano de la AS hacia el sitio de union de la
CGTasa.
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