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Introduccidén

1. INTRODUCCION

El desarrollo de la sociedad estd estrechamente asociado a la demanda de
energia. Durante el siglo XX e inicios del XXI, las fuentes fundamentales de energia
fueron los combustibles fdsiles, basicamente petréleo, gas natural y carbdn.
Actualmente, en torno al 80% del suministro mundial de energia depende de los
combustibles fésiles (IEA, 2017).

En las ultimas décadas se ha visto incrementado el interés mundial por las fuentes
de energia alternativas, especialmente las renovables (Vohra y col., 2014). Esto es
debido principalmente al inevitable agotamiento de los suministros de energia y al
aumento de su demanda todo ello motivado por el incremento de la poblacion e
industrializacion. A estos dos factores se une el aumento de los precios de los
combustibles fosiles, asi como el dafo que causan las emisiones de efecto invernadero
derivadas de su uso (Spyridon y col, 2014).

Por tanto, es cada vez mas importante y necesaria la busqueda de fuentes de
energia alternativas que sean econdmicamente competitivas, que contribuyan a la
sostenibilidad del medio ambiente y que estén disponibles de forma permanente.

1.1. Bioetanol como biocombustible

Los biocombustibles se han posicionado como una alternativa potencial a los
combustibles de transporte derivados del petréleo. Se trata de combustibles producidos
a partir de biomasa y por tanto son combustibles ecoldgicos y sostenibles cuyo uso
contribuye a la reduccién de la emision de gases perjudiciales a la atmdsfera (Aditiya y
col., 2016).

La biomasa, fundamentalmente la de origen vegetal, es una fuente de materia
prima organica renovable, por tanto, su utilizacion para produccién de energia
contribuye a la disminucién de la dependencia de los combustibles fésiles y la
incertidumbre causada por las fluctuaciones en el precio de estos, aportando seguridad
en cuanto al abastecimiento energético (Balat, M. 2007).

De todas las energias alternativas para la produccion de biocombustible en las
que se trabaja en la actualidad, el que mas atencion ha recibido y el que mas se ha
desarrollado es el bioetanol, alcohol obtenido a partir de azucares obtenidos de materia
organica vegetal que se mezcla con gasolina. En la actualidad existen varios tipos en
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Introduccidén

funcidn del porcentaje de etanol que lleva la mezcla. Las dos mezclas mas comunes
son las denominadas E10 y E85, que contienen un 10% y 85% de etanol,
respectivamente.

Varios paises, como Estados Unidos, Brasil, China, Canada y varios estados
miembros de la Union Europea ya han proclamado compromisos con los programas de
desarrollo de bioteanol como alternativa para reducir la dependencia de los
combustibles fosiles (Zabed y col., 2017). Brasil y Estados Unidos son los dos
principales paises productores de etanol en el mundo. En 2016, Estados Unidos
mantuvo su posicién como el principal productor de etanol en el mundo, representando
casi el 60% de la produccion mundial (Renewable Fuels Association, 2017) (Figura 1).

Unién Europea; 1,337; 5%

Brasil; 7.295; 27%
China; 845; 3%

Produccion
global de

Resto del mundo; 490; 2%

etanol como Canada; 436; 2%
combustible

en 2016 EEUU; 15,250; 58% Tailandia; 322; 1%
Argentina; 264; 1%

India; 225; 1%

Figura 1. Grafico representativo de la produccion global de etanol en 2016 para su uso como
biocombustible. Se detalla el pais, la produccién en millones de galones y el porcentaje de la
produccion mundial (Renewable Fuel Association, 2017).

La produccion a gran escala de etanol como biocombustible depende
principalmente de la sacarosa y el almidon. En Brasil se utiliza principalmente la
sacarosa procedente de la cafia de azucar y en Estados Unidos el almidén, obtenido del
maiz. La procedencia de los azucares para la obtencién de bioetanol permite diferenciar
entre bioetanol de primera generacion y bioetanol de segunda generacion:

a) La produccién de etanol que depende de productos agricolas que tienen valor
alimenticio, como cereales (trigo, cebada y maiz) y la cana de azucar, se
conoce como bioetanol de primera generacion (Naik y col., 2010). Aunque su
coste de produccién es bajo, no satisface la demanda mundial de bioetanol
debido a su valor primario como alimento.

b) Por su parte, el bioetanol de segunda generacion se obtiene a partir de
biomasa rica en celulosa y hemicelulosa sin valor alimenticio, como residuos

14



Introduccidén

agricolas y forestales. El reemplazo de los cultivos alimentarios por material
lignocelulésico de mucho menor coste es una alternativa que podria hacer
mas competitivo el precio del bioetanol. Estos polimeros naturales de celulosa
y hemicelulosa se pueden encontrar de forma abundante como residuos
agricolas (paja de trigo y arroz, tallos de maiz, residuos de soja, bagazo de
cafia de azucar), residuos industriales (industria de pulpa y papel) e incluso
de residuos solidos urbanos (Faraco, 2013). Sin embargo, aunque el bioetanol
de segunda generacién es una alternativa potencial al de primera generacion,
su coste de produccion todavia no llega a ser competitivo (Gupta y col., 2015).

1.2, Bioetanol de segunda generacion

El trabajo descrito en esta tesis se centra en la optimizacion del proceso de
produccion de bioetanol de segunda generacién a partir de biomasa lignoceluldsica
presente en residuos agricolas.

Los biocombustibles de segunda generacién, también llamados biocombustibles
celulésicos, se pueden producir a partir de una amplia gama de materias primas
celuldsicas. El material lignocelulosico es la biomasa mas abundante en la tierra y
debido a la crisis energética y a la contaminacién ambiental, la comunidad cientifica y
las industrias han centrado sus esfuerzos en optimizar la explotacion de esta biomasa
en el campo de las energias renovables (Harris y col., 2014). La variedad y la frecuencia
de nuevas publicaciones sobre este tema ha favorecido el mejor conocimiento de la
bioquimica del material lignocelulésico, las enzimas que lo despolimerizan y las técnicas
de pretratamiento para diferentes tipos de biomasa.

Debido a este paisaje sociopolitico y econdmico, el bioetanol de segunda
generacion se ha situado como sustituto potencial de los productos derivados del
petréleo, aunque hoy en dia existe todavia poca produccion de este tipo de
biocombustible a nivel comercial. El desarrollo y la expansion de los biocombustibles de
segunda generacion depende principalmente de cinco areas de incertidumbre (McCann
y col., 2014): (1) los precios futuros del petréleo, (2) la disponibilidad y el costo de la
materia prima, (3) la eficiencia y el costo de la tecnologia de conversion, (4) los impactos
ambientales y los gases de efecto invernadero y (5) la politica gubernamental.

La biomasa lignocelulésica destinada a la produccion de bioetanol puede dividirse
en seis grupos: i) residuos agricolas (bagazo de cana de azucar, de maiz y de sorgo
azucarado, paja de trigo, de arroz y de cebada, hueso de aceituna y pulpa); ii) maderas
duras (alamo, chopo); iii) maderas blandas (pino, abeto); iv) residuos celuldsicos (papel
de periddico, residuos de papel de oficina, lodos de papel reciclado); v) biomasa
herbacea (alfalfa, pasto varilla, alpiste, limoncillo); y vi) residuos solidos urbanos
(Sanchez y Cardona, 2008).
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En concreto, el material utilizado en este trabajo es biomasa procedente de
rastrojos de maiz pretratado (pretreated corn stover, PCS). Es un residuo agricola de
bajo coste que se encuentra disponible en grandes cantidades.

1.2.1. Proceso de bioconversién del material lignocelulésico a bioetanol

Debido a la compleja estructura de la biomasa lignocelulésica y a su naturaleza
recalcitrante, la hidrdlisis enzimatica para producir azlicares fermentables supone un
desafio tecnoldgico. La bioconversion de residuos lignoceluldsicos a bioetanol es un
proceso mas complejo que la bioconversion de almidon. Los procesos industriales mas

desarrollados comprenden cuatro etapas

(Figura 2): pretratamiento, hidrolisis

enzimatica, fermentacion, y, finalmente, separacion y purificacion del etanol. A
continuacion, se describen estas etapas en detalle.

Lignocelulosa —»{ Pretratamiento ‘

Liberacién
de polimeros

A 4

Hidrolisis

4—) Fermentacion

Solucién de Mezcla
azucares fermentada

fermentables
Purificacién }—» Etanol

Figura 2. Diferentes unidades del proceso de produccién de etanol a partir de materiales

lignoceluldsicos

(i) Pretratamiento. El pretratamiento tiene como objetivo reducir la cristalinidad de
la celulosa y facilitar asi el acceso posterior de las enzimas celuloliticas. Para
romper la compleja estructura de la biomasa lignocelulésica se han desarrollado
diversas tecnologias de pretratamiento que incluyen métodos fisicos, quimicos,
biologicos y diversos métodos combinados (Rabemanolontsoa y Saka, 2016;

Kumar y col., 2009):

- Los métodos fisicos de pretratamiento incluyen molienda (Silveira, 2015),
irradiacion y explosion de vapor (McMillan, 1994). Los métodos quimicos de
pretratamiento incluyen la explosion amoniacal de la fibra (AFEX) y el
tratamiento mediante el proceso denominado organosolv que utiliza
solventes organicos y la adicién de acido o base (Agbor y col., 2011).
Aunque el pretratamiento fisico y quimico puede reducir la presencia de
compuestos lignoceluldsicos recalcitrantes en un plazo mas corto, estas
técnicas requieren mucha energia y pueden producir compuestos téxicos y
aguas residuales complicando las etapas posteriores e incrementando el
coste medioambiental para las industrias (Millati y col., 2011).
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Introduccidén

Los métodos bioldgicos de pretratamiento incluyen el uso de
microorganismos (hongos y bacterias) para deslignificar el material de
lignocelulosa, recudir su recalcitrancia y mejorar su digestibilidad mediante
enzimas hidroliticas. Las enzimas producidas por los microorganismos
alteran selectivamente las estructuras de microfibrillas y lignina de la pared
celular de la planta (Figura 3). Los sistemas enzimaticos ligninoliticos se han
estudiado principalmente en hongos de pudricion blanca, un tipo de hongos
de la descomposiciéon de la madera que es capaz de degradar la lignina de
manera efectiva utilizando un conjunto de oxidorreductasas con alto
potencial redox. El pretratamiento bioldgico se puede realizar cultivando el
microorganismo directamente en la materia prima o utilizando los extractos
de enzimas. Estos métodos tienen como ventaja demandas energéticas mas
bajas, produccion minima de residuos y reduccién de efectos sobre el
medioambiente (Vasco-Correa y col., 2016), aunque no se ha demostrado
su viabilidad a escala industrial.

-~ —a -

Celulosa

L SV ) A AN /N

- ~ 4

Pretratamiento

Figura 3. Esquema del pretratamiento de material lignocelulésico (Mood y col.,
2013).

Hidrdlisis enzimatica. El principal objetivo de la hidrélisis enzimatica es
despolimerizar las fibras de celulosa y otros oligémeros y polisacaridos como la
hemicelulosa para liberar mondémeros de glucosa y/o xilosa (Harris y DeBolt,
2010). Este paso también es conocido comunmente como sacarificacion. Existen
dos métodos de hidrdlisis utilizados en el proceso de biorrefinado: la hidrélisis
acida y la hidrdlisis enzimatica.
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(iii)

- La hidrdlisis acida es el método mas antiguo de los dos y se utiliza acido
diluido o concentrado para hidrolizar la celulosa con las temperaturas de
reaccion adecuadas (Zhang y col., 2012). La opcion de hidrdlisis acida es
menos atractiva debido a los bajos rendimientos de recuperacion y los
factores ambientales involucrados.

- En la hidrdlisis enzimatica las enzimas celulasas son las encargadas de
ejecutar el proceso de conversion de los carbohidratos complejos a
monomeros simples. Esta opciéon es mas compleja, costosa y requiere mas
tiempo en comparacién con la hidrélisis acida, pero tiene la ventaja de tener
poco o ningun subproducto de desecho al final del proceso de biorrefinado
(Lambertz y col. 2014). La complejidad de la hidrdlisis enzimatica recae en
la compleja estructura del material lignocelulésico compuesto por celulosa,
hemicelulosa y lignina y la gran variedad de enzimas que participan en este
proceso, ademas de otras dificultades como la absorcion de algunas
enzimas por la lignina condensada que disminuye el rendimiento de
hidrdlisis mediante enlaces no especificos con estas enzimas (Poovaiah y
col., 2014). Para aumentar la eficiencia de la hidrdlisis enzimatica es
necesario mejorar tanto la actividad catalitica de las enzimas individuales
como la sinergia entre los componentes enzimaticos (Maitan-Alfenas y col.,
2015). Ademas, generalmente necesita mejorarse otras propiedades como
la termoestabilidad de las enzimas lignoceluloliticas para reducir la
inactivacion térmica en los procesos de sacarificacion (Viikari y col., 2007).

Fermentacion. El tercer paso de la bioconversion convierte los hidrolizados,
principalmente la glucosa, la xilosa, la arabinosa y la manosa, en bioetanol
mediante fermentacion microbiolégica, generalmente llevada a cabo por
levaduras. Los hidrolizados en ocasiones se purifican antes de la fermentacion
debido a la produccion de compuestos inhibidores en las etapas de
pretratamiento e hidrolisis, tales como derivados fendlicos y de furano (J6nsson
y Martin, 2016) aunque se han realizado esfuerzos significativos para estudiar
los mecanismos moleculares relacionados con la respuesta de la levadura y su
tolerancia a estos compuestos (An y col., 2015).

Saccharomyces cerevisiae es el microorganismo mas comunmente usado
debido a su alta tasa de fermentacion. Sin embargo, la cepa nativa de S.
cerevisiae no puede fermentar de forma eficaz la xilosa a etanol. La utilizacion
de xilosa es de gran importancia para una eficiente conversion de azucares
fermentables liberados de la biomasa lignoceluldsica. Por este motivo, se han
generado cepas optimizadas de S. cerevisiae mediante modificacion genética
capaces de convertir glucosa, xilosa y arabinosa en bioetanol de manera mas
eficiente (Kim y col., 2013).
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Purificacién/destilacion de productos. La mezcla fermentada con levaduras se
filtra para separar los solidos y se destila para obtener etanol. La eliminacion del
agua y las impurezas del alcohol se realiza mediante un proceso de rectificacion,
donde se obtiene un alcohol concentrado, que finalmente se deshidrata hasta
alcanzar valores superiores al 99,75 % de pureza (Bothast y col., 2005).

1.2.2. Tipos de procesos

Las etapas de hidrdlisis enzimatica y fermentacion pueden realizarse en pasos

separados o de forma combinada (Figura 4). A continuacion, se explican los diferentes
grados de integracion que existen:

SHF (Separate Hydrolysis and Fermentation). proceso secuencial donde la
hidrdlisis de celulosa y la fermentacion se llevan a cabo en diferentes unidades.
Una de las caracteristicas del proceso SHF es que cada paso puede ser
realizado en sus condiciones de funcionamiento 6ptimas. El inconveniente es
que las enzimas celuloliticas son inhibidas por el producto final de forma que, el
rendimiento de hidrdlisis se ve progresivamente reducido cuando se acumula
glucosa y xilosa (Olofsson y col., 2008).

SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation). este proceso de
sacarificacion y fermentacién simultdnea es mas atractivo ya que pueden
obtenerse mayores rendimientos de bioetanol y requiere menos consumo
energético. En este caso, las enzimas y los microorganismos son anadidos a la
misma unidad de proceso permitiendo que la glucosa formada durante la
hidrolisis enzimatica de celulosa sea inmediatamente consumida por el
microorganismo convirtiéndolo a bioetanol. Por tanto, no se produce el efecto de
inhibicion de las enzimas causado por los azucares que se van generando en la
hidrolisis enzimatica. La desventaja es que este proceso no se realiza a
condiciones 6ptimas de hidrdlisis y requiere altas dosis de enzima, lo que influye
negativamente en los costes del proceso (Olofsson y col., 2008; Loannis Dogaris
y col., 2012).

CBP (Consolidated Bioprocessing): en este proceso todas las enzimas
requeridas son producidas por un solo microorganismo y se realiza en un solo
reactor. La ventaja de este proceso es que no requiere la suplementacion con
enzimas ya que las produce el propio microorganismo y reduce la diversidad de
sustratos que se puedan utilizar. Para que este proceso sea eficaz se requiere
un microorganismo con un sistema de secrecion de proteinas eficiente para
favorecer un alto contenido de enzima extracelular a la vez que importante
capacidad fermentativa (Lynd y col., 2005).
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Figura 4. Esquema de los tipos de proceso para la conversion de biomasa lignocelulésica a
etanol. La hidrélisis y la fermentacién se pueden realizar por separado (SHF) o como
sacarificacion y fermentacién simultdneas (SSF). En el bioprocesamiento consolidado (CBP),
todas las etapas de bioconversion se minimizan a un paso en un solo reactor usando uno o mas
microorganismos (adaptado de Dashtban y col., 2009).

1.2.3. Limitaciones del proceso de bioconversién

Las cuatro etapas que implica la produccion de bioetanol a partir de biomasa
celulésica son procesos complejos que tienen limitaciones y desafios por superar para
llegar a ser competitivas y hacer que todo el proceso sea rentable. Si bien se han hecho
avances hacia procesos de bioconversion econdmicamente viables, la eficiencia y el
coste de las enzimas utilizadas durante la fase de hidrdlisis son obstaculos que desafian
la viabilidad de la produccion de bioetanol de segunda generacion a gran escala (Liguori
y col., 2015). Estas limitaciones suponen un aumento de los costes de inversion y
produccion e implica la necesidad de desarrollar y mejorar la tecnologia de hidrdlisis de
este tipo de biomasa.

Para reducir los costes y alcanzar dicho objetivo los aspectos que se han
abordado en los ultimos tiempos son:

(i) Mejora del proceso de pretratamiento. El objetivo final del pretratamiento en si
debe ser la mejora de la tasa de hidrdlisis de la biomasa lignocelulésica. El mejor
pretratamiento depende principalmente del tipo de biomasa lignoceluldsica y de
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(ii)

(iif)

1.3.

los productos deseados. Actualmente, existe un amplio margen para investigar
y avanzar en el desarrollo de métodos de pretratamiento efectivos hechos a
medida para los diversos tipos de biomasa. Este paso es uno de los pasos mas
caros en el procesamiento de biomasa, por tanto, es extremadamente importante
abaratar los costes (Alvira y col., 2010). Ademas, la mayoria de los métodos de
pretratamiento adoptan condiciones extremas lo que resulta en la generacion de
diversos inhibidores, como &acidos débiles, furanos y fenoles, durante el
pretratamiento de la lignocelulosa (Jonsson y Martin, 2016)

Optimizacién de mezclas enzimaticas para incrementar los rendimientos de
produccion de azucares y reducir la dosis de enzima ya que el alto costo de las
enzimas lignoceluloliticas sigue siendo una barrera importante en la produccion
de biocombustibles a partir de materiales lignoceluldsicos (Klein-Marcuschamer
y col., 2011). Para conseguir este objetivo se pueden desarrollar diferentes
estrategias que incluyen: mejoras en los procesos de produccion de enzimas,
mejora de la eficiencia individual de las enzimas implicadas, optimizacion de los
cocteles enzimaticos para condiciones industriales especificas, busqueda de
nuevos microorganismos productores de enzimas, estrategias metagenoémicas,
uso de ingenieria genética de microorganismos celuloliticos y/o de enzimas
especificas, adicion de surfactantes y reciclado de enzimas entre otras (Gupta y
col., 2013).

Optimizacién del proceso de fermentacion. Se han descrito cuatro factores
fundamentales que afectan a la capacidad de fermentaciéon de las cepas
microbinas: la limitacion de sustrato, la inhibicién por sustrato y por producto y la
disminucion de la viabilidad celular (Hasunuma y col., 2015). Aunque ya se han
conseguido grandes avances en la mejora de los microorganismos que
fermentan a etanol para que toleren las condiciones adversas, sigue existiendo
margen de mejora de éstos mediante ingenieria genética y metabdlica (Pereira
y col., 2014). Por otro lado, se siguen haciendo grandes esfuerzos para
desarrollar microorganismos eficientes en la fermentacion de xilosa para que
puedan convertirla de forma mas eficiente a etanol (Demeke y col., 2013).

Composicién y estructura de la biomasa vegetal

Los materiales lignoceluldsicos son los biopolimeros mas abundantes en la tierra

y se componen principalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina (Mood y col., 2013)
(Figura 5). La celulosa y la hemicelulosa son polisacaridos de alto peso molecular que
representan, generalmente, entre el 60-80% del total de la composicion de los
materiales lignocelulésicos. Ambos son una fuente potencial de azucares fermentables.
La lignina es un polimero no polisacarido de estructura tridimensional bastante compleja
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que representa entre el 20-30% del total. Este compuesto se puede utilizar para otros
fines tales como la produccion de productos quimicos (Laurichesse y col., 2014). Los
componentes menores son proteinas, lipidos, pectinas, azucares solubles y minerales

Lignina .
Hemicelulosa

Celulosa

Figura 5. Estructura y composicién de la lignocelulosa. Se muestra el esquema de la estructura
de las fibras de celulosa con los polimeros de hemicelulosa entrelazados haciendo de nexo con
los polimeros de lignina (adaptada de Meine y col., 2012).

No obstante, la composicién del material lignoceluldsico depende de la fuente de
donde proceda y existe una variacion significativa entre ellas (Gupta y col., 2013). El
componente mayoritario es la celulosa (35-50%) seguido por la hemicelulosa (20-35%)
y la lignina (10-25%). Las proteinas, aceites y cenizas constituyen la fraccion restante
de la biomasa lignocelulésica (Saha, 2003). En la Tabla 1 se indica la composicion de
algunos de los materiales lignoceluldésicos mas comunes.

Tabla 1. Proporciones de los principales componentes de los materiales lignocelulésicos mas
habituales para la produccion de etanol (Fuente: Saha, 2003)

Composicion (%)

Biomasa Celulosa Hemicelulosa Lignina
Rastrojo de maiz 40 25 17
Fibra de maiz 15 35 8
Paja de trigo 30 50 20
Paja de arroz 35 25 12
Bagazo de cana de azucar 40 24 25
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1.3.1. Celulosa

La celulosa es el componente principal de las paredes celulares de los vegetales
y esta presente en algunos microorganismos. Su funcion principal es la de proporcionar
estabilidad, rigidez y proteccion. Es un polimero lineal de 500-1500 unidades de D-
glucosa unidas mediante enlaces [(-1,4-glicosidicos formando largas cadenas no
ramificadas. La fusién de varias cadenas de polimeros conduce a la formacion de
microfibrillas, las cuales se unen mediante puentes de hidrégeno, interacciones
hidrofdbicas y fuerzas de Van der Waals para formar las fibras de celulosa. Esta
estructura fibrosa presenta zonas con una estructura cristalina que le otorga resistencia
y otras regiones amorfas que le confiere elasticidad (Figura 6) (Rubin y col., 2008).
Debido a esta naturaleza cristalina, la celulosa es insoluble en la mayoria de los
solventes incluyendo el agua. Su férmula quimica es (C¢H100s)n y tiene un alto grado de
polimerizacion.

Celulosa amorfa Celulosa amorfa

Celulosa cristalina

n HO. OH—§ HO_ OH
0\ o 4 o\ o .
0 d © d
HO® OH-—0O HO® OH-—0
H H
H HO. OH— HO. OH
o\ o 2 o\ o ik
o d © d
HO® OH-—O HO® OH-—0
H H
n HO. OH—§ HO. OH
0% o ! 925 15 ’
o d © d
HO OH--0O HO OH--0
H H
o HO. OH—§ HO. OH
01\ o i o0\ o i
0 d © d
HO OH--0 HO OH--0
H H

Extremo
no reductor reductor

Extremo

Figura 6. Estructura de la celulosa cristalina y amorfa. La estructura cristalina se conserva por
puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals; la estructura amorfa corresponde a regiones
donde estas uniones se rompen alterando la disposicién ordenada. Se muestran los extremos
reductor y no reductor de estas cadenas (adaptado de Chandel y col., 2013).

La estructura de estos materiales es muy compleja y la biomasa es generalmente
resistente a hidrdlisis enzimatica por lo que el pretratamiento de estos materiales es
crucial.
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1.3.2. Hemicelulosa

La hemicelulosa es el segundo polisacarido mas comun en la naturaleza y
representa entre el 20-35% de la biomasa lignocelulésica. Es un heteropolimero
formado por mas de un tipo de azucar, principalmente tres hexosas (glucosa, manosa y
galactosa) y dos pentosas (xilosa y arabinosa), ademas de otros compuestos fendlicos
(como el acido ferulico y p-cumarico) y grupos acetilo. A diferencia de la celulosa, la
estructura de la hemicelulosa no es homogénea. Sus cadenas de polimeros individuales
son mas cortas que las de celulosa y normalmente estan formadas por entre 100 y 200
residuos (Collins y col.,, 2005). Estos polimeros estan altamente ramificados con
sustituyentes de diferentes tipos y tienen estructura amorfa lo que la hace mas dificil de
hidrolizar que la celulosa (Figura 7). Las hemicelulosas mas relevantes son xilanos y
glucomananos, siendo los xilanos los mas abundantes. Las hemicelulosas de madera
dura contienen principalmente xilanos, mientras que las hemicelulosas de madera
blanda contienen principalmente glucomananos (Girio y col., 2010).

La hemicelulosa se encuentra entrelazada entre las fibras de celulosa unidas por
puentes de hidrégeno donde su funcién principal es proporcionar la unién entre la
celulosa y la lignina (Figura 5).

OH
o ‘/OH 0 28, g (\og */OH
HO7~£L7~0—~\~—0 +FA N 0O o0
1oL~ foNr0 MO Ho RO 0- 10
N HO HO ) HO
OH & HO 74—
_ 7
L HO “OH s
Celulosa Hemicelulosa

Figura 7. Estructuras de celulosa y hemicelulosa

1.3.3. Lignina

Detras de la celulosa y hemicelulosa, la lignina es el tercer biopolimero mas
abundante en la Tierra. Es un polimero polifendlico complejo que forma parte de las
paredes celulares secundarias de plantas y de algunas algas, proporcionando soporte
estructural mediante el llenado de espacios entre celulosa, hemicelulosa y pectinas. La
lignina es muy dificil de degradar y es responsable de la baja accesibilidad de la celulosa
y hemicelulosa a las enzimas microbiolégicas. Algunos hongos y bacterias son capaces
de secretar enzimas que pueden romper los polimeros de lignina para mejorar el acceso
a la celulosa, por ejemplo, enzimas del tipo lacasa (Zhang y col., 2012).
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1.4. Celulasas

Las celulasas son glicosil hidrolasas o glicohidrolasas producidas por hongos y
bacterias y son responsables de la degradacién de la celulosa. Estas enzimas hidrolizan
los enlaces B-1,4 o uniones glicosidicas entre dos 0 mas carbohidratos o entre un
carbohidrato y un resto no carbohidrato. De las actuales 125 familias de glicosil
hidrolasas, 15 corresponden a celulasas (GH 1, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 12, 44, 45, 48, 51, 74,
116 y 124) (http://www.cazy.org/). EI mecanismo generalmente aceptado para la
hidrolisis enzimatica de la celulosa implica la accidn sinérgica de tres tipos de enzimas
principales: endoglucanasas (EG, EC 3.2.1.4), celobiohidrolasas (CBH, EC 3.2.1.74) y
B-glucosidasas (BGL, EC 3.2.1.21). En primer lugar, las endoglucanasas hidrolizan las
uniones internas en posiciones aleatorias de las regiones menos ordenadas o amorfas
de la celulosa generando extremos en las cadenas de los polimeros que permiten la
accion procesiva de las celobiohidrolasas. Estas liberan principalmente dimeros de
glucosa (celobiosa) desde ambos extremos de las cadenas de celulosa y, finalmente,
las B-glucosidasas se encargan de hidrolizar esta celobiosa hasta mondmeros de
glucosa (Hasunuma y col., 2013) (Figura 8).
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b Region cristalina

Region amorfa
Region cristalina t celobiohidrolasa
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l endoglucanasa

‘ B-glucosidasa

Figura 8. Representacion esquematica de la accion enzimética de las celulasas sobre celulosa.
Se representan los tres principales grupos de enzimas que participan en este proceso:
endoglucanasas, celobiohidrolasas y B-glucosidasas (adaptado de Akhtar y col., 2016).

@ glucosa

En cuanto a su estructura, muchas celulasas presentan una estructura modular,
es decir, junto al dominio catalitico presentan un dominio no catalitico de union a
carbohidratos (Cellulose Binding Domain, CBD). Este CBD facilita la union especifica y
adsorcioén de la enzima a los polimeros de celulosa gracias a su afinidad por la celulosa
(Martinez-Anaya y col., 2008).
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1.4.1. Endoglucanasas

Las endoglucanasas son las primeras celulasas en actuar en la descomposicion
de la celulosa. Para ello hidrolizan los enlaces glucosidicos -1,4 de manera aleatoria
en posiciones internas de regiones con baja cristalinidad (regiones amorfas) de las fibras
de celulosa (Figura 9). La accion de estas enzimas genera oligosacaridos de diferentes
longitudes por insercién de una molécula de agua en las uniones (3-1,4, generando
extremos reductores y no reductores en las cadenas de polimeros que son susceptibles
a la posterior accion de las celobiohidrolasas (Gupta y col., 2015). Pueden pertenecer a
diversas familias de glicosil hidrolasas, como GH 5-9, 12, 44, 45, 48, 51 y 74, descritas
en la base de datos de enzimas activas para carbohidratos CAZy (Lombard y col., 2013).

Las endoglucanasas son enzimas monoméricas con un peso molecular que oscila
entre 22 y 45 kDa. Se ha demostrado que muchos de los hongos productores de
celulasas tienen multiples endoglucanasas en su complejo enzimatico. Por ejemplo,
Trichoderma reesei produce al menos cinco endoglucanasas y el hongo Penicillium
chrysosporium tres. Ademas, algunas endoglucanasas carecen de un dominio de union
a carbohidratos (CBD) mientras que se han descrito otras que si poseen CBD (Sandgren
y col., 2005).

Las endoglucanasas fungicas son generalmente enzimas con baja 0 ninguna
glicosilacion y disponen de una hendidura abierta que les permite la union al sustrato
(Baldrian y col., 2008). La mayoria de las endoglucanasas estudiadas actuan a un pH
optimo entre 4-5 y a una temperatura 6ptima entre 50 y 70°C (Yennamalli y col., 2013).

Para ensayar la actividad endoglucanasa se utilizan sustratos tales como
carboximetilcelulosa (CMC), una forma de celulosa amorfa soluble que es un sustrato
excelente para endocelulasas y su hidrdlisis no requiere de CBD (Quiroz-Castafeda y
col., 2013).

1.4.2. Celobiohidrolasas

Las celobiohidrolasas o exoglucanasas, catalizan la sucesiva hidrolisis de
residuos cortando de forma procesiva los enlaces glucosidicos -1,4 desde el extremo
reductor o no reductor de la celulosa. Se ha demostrado que las CBH crean un tunel de
unién a sustrato que rodea la celulosa. Como principal producto se liberan moléculas de
celobiosa (dimeros de glucosa), aunque también se liberan oligdbmeros mayores.
Representan del 40% al 70% del componente total del sistema celulasa, y son capaces
de hidrolizar la celulosa cristalina (Chandel y col 2013).
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Sus principales representantes son la familia GH 7 (CBHI) que atacan el extremo
reductor de la cadena de celulosa y la familia GH 6 (CBHII) que son especificas para el
extremo no reductor de la cadena (Figura 9). Se ha demostrado que estas CBH tienen
CBD. Por ejemplo, CBHI y CBHII de T. reesei tienen CBD en el extremo carboxilo
terminal o en el extremo amino terminal de su mddulo catalitico, respectivamente (Teeri
y col., 1998)

Estas enzimas son proteinas monoméricas con un peso molecular que varia de
50 a 65 kDa, aunque hay variantes mas pequefas en algunos hongos, como en
Sclerotium rolfsii de 41,5 kDa. Muestran bajos niveles de glicosilacion (de 0% hasta un
12%) y su pH éptimo es de 4-5 en un rango de temperatura de 37-60 °C, dependiendo
de la combinacion enzima-sustrato.

Como sustrato para el ensayo de la actividad celobiohidrolasa se utiliza celulosa
cristalina como Avicel, celulosa bacteriana o papel de filtro. Estos son buenos sustratos
ya que tienen un grado de polimerizaciéon bajo y una accesibilidad relativamente baja
(Zhang y col., 2004).

Tanto las endoglucanasas como las celobiohidrolasas pueden ser inhibidas por
el producto celobiosa y otros oligébmeros superiores.
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Figura 9. Representacion esquematica de la degradacion de celulosa cristalina por el sistema
de celulasas. Celobiohidrolasa | (CBHI), celobiohidrolasa Il (CBHII), endoglucanasa (EG).
Extremo reductor (R), extremo no reductor (NR) Adaptado de Medie y col., 2012.
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1.4.3. B-glucosidasas

Las B-glucosidasas (BGL) son el tercer componente principal de los sistemas de
celulasas siendo las ultimas participantes en la degradacion de celulosa. Su funcion es
doble: hidrolizan enlaces 3-1,4-glucosidicos de celodextrinas solubles (celobiosa) hasta
monosacaridos fermentables, como glucosa, mientras que al mismo tiempo eliminan los
productos intermedios que actian como inhibidores para EG y CBH. Estas enzimas
pueden ser inhibidas competitivamente por su producto final, la glucosa (Zhang y col.,
2004). De acuerdo con la similitud de la secuencia de aminoacidos, las BGL se pueden
clasificar principalmente en GH 1, GH 3 y GH 9 perteneciendo la mayoria de las BGL
fungicas a GH 1y GH 3 (Zhao y col., 2015).

Las enzimas BGL de hongos han sido ampliamente estudiadas en la literatura
debido a su gran valor en la industria como componente final de la ruta de degradacién
de la celulosa. Se han aislado BGL de muchas especies fungicas diferentes, incluyendo
ascomicetos como T. reesei y basidiomicetos tales como hongos de podredumbre
blanca y de podredumbre parda.

Las B-glucosidasas pertenecen a dos familias de glicosil hidrolasas GH 1y GH 3.
La familia GH3 incluye B-glucosidasas de hongos, bacterias y plantas, mientras que la
familia GH1 incluye B-glucosidasas de origen bacteriano, vegetal y mamifero que tienen
actividad galactosidasa ademas de actividad 3-glucosidasa (Henrissat, 1991).

Las B-glucosidasas muestran la mayor variabilidad entre las enzimas celuloliticas
debido a su variedad en estructura y localizacion. Mientras que algunas B-glucosidasas
tienen una estructura monomérica simple, como la BGL de Pleurotus ostreatus con
masa molecular de alrededor de 35 kDa (Morais y col., 2002), algunas otras tienen
estructuras diméricas como la BGL de Sporobolomyces singularis con 146 kDa
(Ishikawa y col., 2015), o incluso estructuras triméricas con mas de 450 kDa como es el
caso de Pisolithus tinctorius (Cao y col., 1993). En cuanto a la localizacion, las -
glucosidasas pueden agruparse en tres tipos diferentes: intracelular, asociada a la pared
celular y extracelular (Cai y col., 1999). Ademas, estas enzimas carecen de CBD y
constan de un unico médulo catalitico.

La mayoria de las B-glucosidasas estan glicosiladas y en algunos casos, como la
B-glucosidasa monomérica de 300 kDa de Trametes versicolor, el grado de glicosilacion
es de hasta el 90% (Evans, 1985). Su pH 6ptimo oscila entre 3,5y 5,5 y su temperatura
Optima entre 45y 75 °C (Dashban y col., 2009).

La actividad BGL puede medirse en base a (1) glucosa liberada de un sustrato
natural, celobiosa, y (2) productos coloreados liberados de analogos de celobiosa, por
ejemplo,  p-nitro-fenil-B-1,4-glucopiranésido  (pNGP) y  4-metilumberliferil-3-D-
glucopirandsido, naftil-B-D-glucopirandsido (Liu y col.,, 2009). Los ensayos
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colorimétricos basados en sustratos que ofrecen alta sensibilidad y facilidad de
operacion han sido ampliamente utilizados para facilitar la deteccion de mutantes de [3-
glucosidasa. Mucha de la ingenieria de B-glucosidasa a través de la evolucion dirigida
se ha basado en el uso del sustrato colorimétrico pNGP. Sin embargo, generalmente no
hay una relacion clara entre las actividades B-glucosidasa con los sustratos analogos y
con el sustrato natural celobiosa (McCarthy y col., 2004).

Ademas de la sensibilidad a glucosa, a menudo se observa la inhibicion de la
actividad hidrolasa a ciertas concentraciones de celobiosa donde ocurre la reaccion de
transglicosilacion. La inhibicion de la actividad hidrolitica de BGL por producto y sustrato
limita la eficiencia del proceso de bioconversion debido a que la sacarificacion de la
biomasa por las enzimas EG y CBH es dependiente de la hidrdlisis de celodextrinas
solubles a glucosa (Larue y col., 2016).

1.4.3.1. Transglicosilacion

Las pB-glucosidasas constituyen un componente critico en las mezclas
enzimaticas usadas para sacarificaciéon de biomasa a nivel industrial, hidrolizando la
celobiosa a monoémeros de glucosa. Sin embargo, las B-glucosidasas con un
mecanismo de retencién, como es el caso de Bgl1 de M. thermophila, tienen actividad
hidrolitica reducida a concentraciones elevadas de sustrato o de producto y esto
depende al menos de la existencia de dos fendmenos diferentes:

- Inhibicién por sustrato. Implica la presencia de un segundo sitio de unién de
sustrato. Algunos trabajos han atribuido la disminucion de la actividad hidrolitica
de las BGL al mecanismo simple de inhibicion competitiva de sustrato, en el cual,
a altas concentraciones de sustrato disminuye la actividad de hidrdlisis (Han y col.,
2008; Krogh y col., 2009).

- Transglicosilacién. Otros trabajos muestran que, para las BGL con un mecanismo
de retencion, la actividad hidrolitica depende (o al menos en parte) de que ocurra
el proceso de transglicosilacion. Durante el mecanismo de retencién, inicialmente
se forma un complejo covalente glicosil con la enzima. Este intermedio se rompe
en el segundo paso de la reaccién y puede ser provocado por una molécula de
agua (actividad hidrolitica) o por un azucar aceptor (actividad de transglicosilacién)
como se indica en la Figura 10. En la reaccion de transglicosilacién mas sencilla,
el aceptor es el propio sustrato (Christakopoulos y col., 1994; Kawai y col., 2004).
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Figura 10. Interpretacion molecular de la actividad hidrolitica y de transglicosilacion. En las dos
primeras etapas (comunes), la enzima libre (E) y la celobiosa (G2) forman un intermedio glicosil
covalente (EG1) y una molécula de glucosa libre (G1). En la etapa siguiente, el intermedio enzima
glicosil se descompone A) por una molécula de agua (hidrdlisis, via inferior) dando lugar a la
enzima libre y una segunda molécula de glucosa, o B) por un azucar aceptor (transglicosilacion,
via superior). Si el aceptor es el sustrato celobiosa, la via de transglicosilacion producira un
trisacarido (Gs) mientras que si el aceptor es una glucosa que actia como sustrato (G1¥)
producira un disacarido (G2 *).

Las BGL han sido estudiadas en profundidad y la inhibicién por glucosa y por altas
concentraciones de sustrato estan bien documentadas.

Con el fin de comprender estas actividades colaterales, las BGL se han ensayado
bajo condiciones no 6ptimas. En diferentes publicaciones se ha estudiado de manera
simultanea las actividades de hidrdlisis y de transglicosilacion de B-glucosidasas de
varios hongos (Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae y
Neurospora crassa, entre otros) utilizando una alta concentracion de celobiosa y/o
glucosa para inducir la inhibicion de la actividad de las BGL de forma significativa.

1.5. Hemicelulasas

Como se ha descrito anteriormente, la hemicelulosa es un heteropolimero
complejo con grandes ramificaciones y estructura y composicion heterogénea. Para su
completa degradacion, es necesario un conjunto de enzimas denominadas
hemicelulasas. Dependiendo del tipo de hemicelulosa y de su composicién se necesitan
diferentes complejos y combinaciones de estas enzimas. Entre las principales se
encuentran las endoxilanasas y B-xilosidasas para la hidrdlisis de polimeros de xilano,
las xiloglucanasas para el polisacarido xiloglucano y las endomananasas y [3-
manosidasas para la hidrélisis de cadenas de manano (Bhatia y col., 2012). Ademas,
existen otras enzimas que actian hidrolizando las ramificaciones haciendo mas
accesible la cadena principal del polisacarido. Entre estas enzimas se encuentran las
arabinofuranosidasas que actuan eliminando los residuos de L-arabinosa, las a-
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xilosidasas para las ramificaciones de xilosa unidos por enlace a, las a-galactosidasas
que hidrolizan los residuos de D-galactosa, las a-glucuronidasas para los residuos de
acido glucoronico y ciertas esterasas (Saha, 2003).

Estas enzimas son de gran interés para la industria y han sido ampliamente
estudiadas como enzimas auxiliares para el aumento de la produccion de azucares
fermentables a partir de materias primas lignocelulésicas y mejorar los rendimientos de
la produccién de bioetanol y otros biocombustibles. Por otro lado, la accion de las
hemicelulasas aumenta la accesibilidad de las fibras de celulosa, lo que mejora los
rendimientos de hidrdlisis enzimatica y favorece la reduccion de las dosis de celulasas
(Alvira y col., 2010). Ademas, la hidrdlisis de la fraccion de hemicelulosa incrementa la
cantidad total de azucares fermentables.

Dependiendo del tipo de biomasa, se necesitan diferentes combinaciones de
hemicelulasas. Dentro de esta bateria de enzimas, las mas estudiadas han sido las
xilanasas. Las xilanasas incluyen endoxilanasas y B-xilosidasas. Las endoxilanasas
hidrolizan enlaces internos [-1,4-glucosidicos en la cadena de xilano liberando
oligdmeros, mientras que las B-xilosidasas actuan sobre la xilobiosa y oligdbmeros de
xilano, liberando unidades de xilosa. Estas enzimas y sus actividades han sido objeto
de estudio para mejorar la accesibilidad de las celulasas a la celulosa y aumentar los
rendimientos de la hidrdlisis enzimatica (Garcia-Aparicio y col., 2007; Kumar y col.,
2009).

Las endomananasas catalizan los enlaces internos de las cadenas de manano
que componen un tipo de hemicelulosa predominante en la madera blanda,
galactoglucomananos y glucomananos. Los principales productos de hidrolisis de estos
polisacaridos son manobiosa, manotriosa y diversos oligosacaridos mixtos. Estas
enzimas pueden tener un efecto positivo sobre la produccion de biocombustible a partir
de biomasa lefiosa (Agrawal y col., 2011). Adicionalmente, las B-manosidasas son
capaces de degradar los oligédmeros de manano hasta manosa.

El xiloglucano es uno de los principales polisacaridos hemiceluldsicos en la pared
celular primaria de varias especies de plantas. Se compone de un esqueleto de glucano
con sustituciones de xilosa y esta intimamente asociado con las cadenas de celulosa.
Las xiloglucanasas degradan el xiloglucano permitiendo a las celulasas hidrolizar el
polimero de celulosa de forma mas eficiente y mejorar el proceso de hidrélisis
enzimatica a partir de sustratos lignoceluldsicos (Benkd y col., 2008).
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1.6. Polisacarido monooxigenasas (PMO)

Hasta hace poco, se pensaba que so6lo las enzimas hidroliticas desempefaban
un papel en la degradacién de celulosa y hemicelulosa hasta azucares fermentables.
Recientemente se han identificado unas enzimas accesorias, denominadas polisacarido
monooxigenasas, que tienen un efecto potenciador de la hidrdlisis en combinacion con
las celulasas comunes (Horn y col., 2012). Aunque inicialmente estas enzimas se
definieron como enzimas fungicas con aparente débil actividad endoglucanasa
(Karlsson y col., 2001), en la actualidad se sabe que este grupo de enzimas es capaz
de romper de forma oxidativa la celulosa aumentando el rendimiento de hidrdlisis
enzimatica de la lignocelulosa.). Por tanto, las PMO se reubicaron en la familia AA9 de
la base de datos CAZy y su modo de accién se basa en la rotura de polisacaridos de
celulosa cristalina mediante un mecanismo oxidativo dependiente de cobre. Estas
enzimas actuan en la superficie de las fibras de celulosa generando extremos de cadena
oxidados y no oxidados proporcionando nuevos sitios de unidon para las
celobiohidrolasas (Payne y col., 2015) y contribuyen a reducir la carga de enzimas para
la bioconversion de materiales celuldsicos. De hecho, se ha comprobado que pueden
ser las responsables del incremento de hasta un 30% en la liberacion de glucosa sobre
el sustrato PCS (Benitez, L., 2017).

Dentro del grupo AA9, existen 3 tipos principales de PMO en funcién del atomo
de carbono que oxidan: las enzimas PMO de tipo 1 que generan productos oxidados en
el C1 formando aldonolactonas; las PMO de tipo 2 que generan productos oxidados en
el C4 formando 4-cetoaldosas; las PMO de tipo 3 que oxidan tanto C1 como C4 con
menor especificidad que los otros dos tipos (Beeson y col., 2015).

Otras proteinas sinérgicas que pueden contribuir al aumento de la eficacia de
hidrdlisis y reducir la dosis de celulasas neceasarias para la degradacion de celulosa
son las expansinas, enzimas accesorias que inducen la relajacién de las paredes
celulares de plantas mediante la ruptura de los puentes de hidrégeno entre las fibras de
celulosa (Kim y col., 2014).
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1.7. Organismos degradadores de celulosa

El material celulésico es particularmente atractivo como fuente de carbono y
energia debido a su gran abundancia y bajo coste. Sin embargo, debido a su caracter
recalcitrante solo ciertos organismos especializados en la degradacion de las paredes
celulares de plantas pueden hidrolizar la celulosa (Sanderson, 2011). Entre ellos, se
incluyen bacterias, levaduras y hongos (Chandel y col., 2013). Estos microorganismos
que degradan celulosa son conocidos como microorganismos celuloliticos y pueden ser
aerobios o anaerobios, asi como mesodfilos o termdfilos. Se ha descrito que los
microorganismos terméfilos son de particular interés debido a su facilidad para producir
celulasas termoestables a pH muy acido o muy alcalino, por tanto, tienen capacidades
hidroliticas mas adaptables (Himmel y col., 2010).

En la industria, muchas de las enzimas industriales que se utilizan son enzimas
fungicas. En su habitat natural, los hongos filamentosos secretan enzimas como
celulasas, hemicelulasas, amilasas, quitinasas, proteasas, esterasas y lipasas para la
degradacion extracelular de grandes biopolimeros en oligébmeros y monémeros que
tomaran como nutrientes (Sanchez, 2009).

En concreto, los hongos filamentosos son fuente de una amplia variedad de
enzimas industriales y pueden ser muy eficientes en la secrecion y produccién de
proteinas. Algunos de estos hongos se pueden cultivar relativamente facil a altas
densidades celulares en fermentadores sobre sustratos relativamente baratos. Esta
combinacion de caracteristicas ha llevado al desarrollo de hongos filamentosos como
herramienta para la produccién de proteinas (Gupta y col., 2015).

Hoy en dia, se conocen mas de 14.000 hongos, que tienen actividad frente a
celulosa y otras fibras insolubles (Lynd y col., 2002). Aspergillus y Trichoderma son dos
de los géneros fungicos mas estudiados debido a su relevancia industrial para producir
enzimas. Las especies de Aspergillus se usan ampliamente para la produccién a gran
escala de enzimas hidroliticas como amilasas, por ejemplo, glucoamilasas producidas
por A. niger (Izmirlioglu y col., 2016). Por otro lado, T. reesei es una de las especies mas
conocidas como productor eficiente de celulasas nativas y fue el primer microorganismo
seleccionado para una investigaciéon mas detallada debido a su potencial (Druzhinina y
Kubicek, 2016). Ambos hongos también se usan como huéspedes para la produccion
heterdloga de proteinas (Visser y col., 2011). Otros hongos estudiados por su habilidad
de secretar complejos de celulasas extracelulares se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Listado de hongos productores de celulasas

Género Especie
Aspergillus A. niger

A. fumigatus

A. terreus

A. nidulans

A. oryzae
Fusarium F. oxysporum

F. solani
Humicola H. griesa

H. insolens
Thermoascus T. aurantiacus
Chaetomium C. thermophilum
Melanocarpus M. albomyces
Paecilomyces P. fusisporus
Pahanerochaete P. chrysosporium
Penicillium P. brasilianum

P. occitanis

P. decumbens

P. janthinellum

P. funiculosum

P. pinophilum
Trichoderma T. reesei

T. longibrachiatum
T. harzianum
T. viride

Todas las cepas celuloliticas identificadas son bajas en uno o mas tipos de
glucoésido hidrolasas requeridas para la hidrélisis eficiente de celulosa. Por ejemplo,
entre las celulasas de Aspergillus generalmente se encuentra alta actividad (-
glucosidasa pero niveles de actividad endoglucanasa mas bajos, mientras que
Trichoderma tiene altos componentes endo y exoglucanasa con niveles de actividad 3-
glucosidasa mas bajos (Banerjee y col., 2010).

En la ultima década se han secuenciado los genomas de varios hongos
productores de enzimas lignoceluloliticas permitiendo asi mayores estudios de sus
sistemas enzimaticos y la posibilidad de optimizar las mezclas enzimaticas fungicas
originales en base a la informacién gendémica y proteémica (Liu y col., 2013).

La busqueda de enzimas industriales nuevas y/o mejoradas y sistemas de
produccion de enzimas se intensifica a medida que aumenta la demanda del mercado.
Aunque la mayoria de las enzimas desarrolladas y probadas para la degradacion de
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lignocelulosa son de hongos también se estan realizando avances en el aislamiento y la
caracterizacion de nuevas glicésido hidrolasas de bacterias. La ventaja que puede
suponer el uso de bacterias es que generalmente tienen una tasa de crecimiento mas
alta que los hongos, aunque el nivel de produccién de enzimas no suele ser tan alto
como el producido por hongos. Por otro lado, las bacterias habitan en una amplia
variedad de nichos ambientales y son extremadamente resistentes a los estreses del
medioambiente. Esto incluye cepas que son termdfilas, acidéfilas, alcaldfilas o haldfilas.
Gracias a esto, también pueden producir enzimas estables bajo condiciones extremas
de bioconversion lo que puede aumentar las tasas de hidrdlisis enzimatica, fermentacion
y recuperacioén de producto (Maki y col., 2009).

Bacterias que pertenecen a Clostridium, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia,
Acetovibrio, Microbispora y Streptomyces pueden producir celulasas. Algunas de las
cepas bacterianas productoras de celulasas mas estudiadas hasta la fecha son
Rhodospirillum rubrum, Cellulomonas fimi, Clostridium stercorarium, Bacillus polymyxa,
Pyrococcus furiosus, Acidothermus cellulolyticus and Saccharophagus degradans.

Las preparaciones de enzimas lignoceluloliticas comerciales son producidas
principalmente por cepas de T. reesei (Merino y Cherry, 2007). Otros hongos
ascomicetes como Penicillium decumbens (Fang y col, 2010), Acremonium cellulolyticus
(Fujii y col., 2009) y Myceliophthora thermophila (Visser y col., 2011) también fueron
utilizadas para la produccion de celulasas comerciales.

1.7.1. Myceliophthora thermophila

En la presente Tesis Doctoral, el microorganismo productor de enzimas ha sido
el hongo filamentoso Myceliophthora thermophila (Figura 11).

Figura 11. Imagen izquierda: Colonias del hongo M. thermophila. Imagen derecha: Hifas del
hongo M. thermophila.

Se trata de un hongo filamentoso termafilo, descubierto a principios de 1990 y fue
inicialmente clasificado como el ascomiceto Chrysosporium lucknowense. Es un potente
organismo celulolitico capaz de sintetizar un conjunto completo de enzimas necesarias
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para la descomposicion de la celulosa, con rangos amplios de pH (4,5 - 7) y temperatura
(25 - 44 °C) para su crecimiento (Visser y col., 2011).

El genoma de 38,7 Mpb de M. thermophila ha sido secuenciado y anotado y
comprende alrededor de 9500 genes organizados en 7 cromosomas (Berka y col.,
2011). Esta secuenciacion permitio identificar un gran nimero de genes que codifican
enzimas industrialmente importantes, tales como enzimas activas sobre carbohidratos
(CAZy), proteasas, oxido-reductasas y lipasas, y mas de 200 genes para enzimas
degradadoras de pared celular de plantas que cubren la mayoria de las familias
reconocidas.

Tras su descubrimiento, M. thermophila fue desarrollado como productor de
enzimas por la empresa americana Dyadic International Inc., dedicada a la produccién
de proteinas y produccién de mezclas enzimaticas hechas a medida para la degradacion
de la biomasa lignocelulésica. Una de las cepas desarrolladas fue la denominada C1
(Visser y col., 2011). Las principales caracteristicas de C1 son los altos niveles de
produccion (hasta 100 g/L proteina), asi como el mantenimiento de niveles de baja
viscosidad del medio de cultivo favoreciendo el proceso de fermentacion (Karnaouri y
col, 2014).

M. thermophila C1 posee una gran diversidad de enzimas hidroliticas por lo que
es un candidato idéneo para la sacarificacién de biomasa lignoceluldsica (Gusakov y
col., 2011). El caldo secretado por esta cepa se compone principalmente de
endoglucanasas, celobiohidrolasas, polisacarido monooxigenasas y [B-glucosidasas.
Ademas, por la riqueza de genes que posee codificando enzimas industrialmente
relevantes y por sus ventajosas caracteristicas de produccién, M. thermophila C1 ha
sido un punto de partida fundamental para el desarrollo de diferentes cepas y sistemas
de expresion que producen enzimas y mezclas de enzimas para otras aplicaciones
industriales rentables como son la produccion de anticuerpos y vacunas (Emalfarb y
col.,, 2013). Las propiedades de C1 han proporcionado, por tanto, una alternativa a
huéspedes tradicionales para produccién de proteinas fungicas como Aspergillus o
Trichoderma y hacen de esta una cepa competitiva en el mercado de enzimas
comerciales para la produccion de bioetanol (Visser y col., 2011).

M. thermophila ha recibido una considerable atencion a nivel industrial por su
potencial como productor de enzimas termoestables. Es capaz de producir y secretar
enzimas hidroliticas de importancia industrial tales como fitasa, lipasa, celulasa, xilanasa
y quitinasa, entre otras. Por tanto, este hongo se considera como un descomponedor de
varios tipos de sustrato y para multiples aplicaciones (Dua y col., 2017). Sin embargo,
para la aplicacién industrial de produccion de bioetanol a partir de biomasa
lignoceluldsica, muchas de estas enzimas secretadas por el hongo son prescindibles
debido a que carecen de actividad ante este sustrato y no aportan nada a la mezcla
enzimatica, como es el caso de las quitinasas. Las quitinasas son enzimas no
celuloliticas capaces de hidrolizar la quitina, uno de los polimeros naturales mas
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abundantes después de la celulosa, en sus componentes oligo y monoméricos (Krolicka,
2015). En concreto catalizan la hidrdlisis de uniones N-acetil-3-D-glucosaminida y $-1,4
en quitina y quitodextrinas pero no en polimeros de celulosa.

A pesar de que la quitinasa es una enzima improductiva para la hidrélisis de
biomasa lignocelulésica, el uso de enzimas que catalizan la despolimerizacién de quitina
es una herramienta prometedora para otras aplicaciones. Por ejemplo, Dua y col. (2017)
han caracterizado recientemente una quitinasa de M. thermophila para la generacién de
N-acetil glucosamina y su aplicacién en el biocontrol de hongos fitopatégenos.

Recientemente este grupo ha publicado como en el céctel de M. thermophila C1
se han identificado, unas 52 proteinas extracelulares no activas para carbohidratos que
permanecen en el caldo secretado por el hongo (Reyes-Sosa y col., 2017) y que son
objeto de eliminacion como continuacién del programa de desarrollo del céctel
celulolitico producido por esta cepa.

1.8. Mejora del céctel enzimatico para la hidrélisis de biomasa lignocelulésica

La hidrdlisis enzimatica de la biomasa lignocelulésica se ve obstaculizada por
diferentes factores que limitan el desarrollo de un proceso econdémico. Aunque las
empresas como Novozymes, Genencor, Verenium o DSM han logrado un avance
significativo en la reduccién del coste de produccion de enzimas, la hidrdlisis enzimatica
requiere todavia altas cargas enzimaticas y sigue siendo una barrera econémica para la
produccion de biocombustibles (Gupta y col., 2015). Por lo tanto, la eficiencia de la
hidrolisis enzimatica debe mejorarse aun mas.

Los principales factores que afectan a la hidrdlisis enzimatica pueden dividirse en
aquellos relacionados con la enzima y aquellos relacionados con el sustrato. Los
factores relacionados con la enzima incluyen la inhibicion por producto final, la
estabilidad a pH y temperatura, la cantidad limitada de enzima producida o de eficiencia
catalitica, la composicibn de mezclas de enzimas secretadas no O6ptimas para
determinadas aplicaciones, la sinergia de las enzimas y la adsorcion irreversible de las
enzimas a la lignina (Kubicek y col., 2016). Los principales factores relacionados con el
sustrato que limitan la hidrolisis enzimatica comprenden el grado de polimerizacion y
cristalinidad de la celulosa, el area superficial accesible y el contenido de lignina y
hemicelulosa (Alvarez y col., 2016).

Una de las vias para la mejora de estos factores es el desarrollo de sistemas
enzimaticos a medida para diferentes sustratos y combinaciones tecnoldgicas. Para ello,
existen multiples herramientas disponibles como la ingenieria genética y de proteinas,
la sustitucion de enzimas originales por otras de mejores cualidades enzimaticas
provenientes de otros organismos, el uso de promotores alternativos o mejorados para
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dirigir la expresion génica o conducir la sobreexpresion de genes, el incremento y el
ajuste del numero de copias del gen que codifica el producto deseado, la
delecion/interrupcion dirigida de genes que codifican actividades secundarias no
deseadas, la introduccion de nuevas propiedades en la cepa de produccion o la mejora
del rendimiento de las proteinas enzimaticas mediante evolucion dirigida, entre otras
(Liu y col., 2013).

Gracias a la creciente disponibilidad de informacion genémica y protedmica se

han logrado importantes avances en el analisis y la mejora de los sistemas enzimaticos
lignoceluloliticos fungicos. Algunos de los principales enfoques utilizados por los
investigadores se resumen a continuacion.

(i)

(ii)

(iii)

Anélisis genémico de cepas productoras de enzimas. Es importante una
compresion exhaustiva de los sistemas enzimaticos antes de la mejora de estos.
Debido al avance en la secuenciacion de los genomas completos de varios
hongos industriales se ha incrementado el conocimiento de los componentes
enzimaticos y de las necesidades de mejora (Kubicek, 2013).

Analisis proteémico de los sistemas enzimaticos “reales”. Aunque se pueden
predecir cientos de genes que codifican enzimas lignoceluloliticas en un hongo
productor, se requiere el perfil protedmico de los secretomas en condiciones de
crecimiento especificas. Para ello se pueden utilizar tecnologias basadas en
electroforesis bidimensional, cromatografia liquida y espectrometria de masas
para analizar los componentes de un cdctel enzimatico (Gonzalez-Vogel y col.,
2011). Estos analisis proporcionan informacion valiosa para el desarrollo de
cocteles enzimaticos mas eficientes.

Mejora del rendimiento de las enzimas individuales. Se concibe que las
propiedades de la mayoria de los componentes en un sistema enzimatico nativo
pueden mejorarse aun mas. Esta mejora se puede lograr mediante ingenieria de
proteinas o mediante la sustitucion de la enzima original por otra mejor de otros
organismos. Actualmente, existen dos enfoques principales en la ingenieria de
proteinas para la mejora de celulasas (Alcalde, 2015). Estos son: (1) El disefio
racional de proteinas donde se utiliza la mutagénesis dirigida basada en la
estructura de la proteina. Para ello se requiere un conocimiento detallado de la
estructura tridimensional. (2) La evolucion dirigida de enzimas que no esta
limitada por la falta de conocimiento de la estructura proteica o de la interaccion
entre la enzima y el sustrato, pero requiere un método eficiente de deteccion de
alto rendimiento.

Mejora de la sinergia entre enzimas. Los componentes de sistemas enzimaticos
lignoceluldsicos actuan sinérgicamente para degradar la biomasa vegetal. Para
mejorar esto, la composicién de los cocteles enzimaticos necesita ser optimizada
y definida para diferentes materiales lignocelulésicos. La optimizacion puede
realizarse dentro de un sistema enzimatico nativo o entre sistemas enzimaticos
de diferentes especies (Bhattacharya y col., 2015).
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(v)  Mejora de la productividad enzimatica del organismo. A pesar de los niveles altos
de produccién de proteina extracelular alcanzados por algunas cepas (Visser y
col, 2011), existe un margen de mejora mediante la ingenieria genética. Para ello
se pueden utilizar herramientas como la expresién heteréloga de genes, la
sobreexpresion, el reemplazo o el silenciamiento / eliminacién de genes (Liu y
col., 2013). Otro enfoque podia ser la modificacion genética de los componentes
de la via de secrecion, del control del plegamiento, glicosilacién, trafico y
degradacion de proteinas (ldiris y col., 2010).

1.8.1. Eliminacién de proteinas o enzimas no contributivas

Muchos de los esfuerzos realizados en la optimizacion del proceso de
bioconversién han ido dirigidos a la generacion de microorganismos que expresan
cécteles enzimaticos mejorados gracias a la sobreexpresion de genes que codifican
para enzimas celuloliticas especificas, tanto genes homodlogos como heterdlogos
(Schmoll, M., y Dattenbéck, C., 2016). Sin embargo, ademas de la sobreexpresién de
genes, también se requiere la interrupcion o eliminacion de genes especificos como
parte de programas de desarrollo de cepas. En este sentido, en la presente Tesis
doctoral se planteo la delecion de dos genes que codifican proteinas identificadas como
no contributivas para la actividad celulolitica del coctel.

La disrupcion o eliminacion de genes especificos es una estrategia interesante
para la optimizacion de los cocteles enzimaticos para mejorar la eficiencia del proceso.
Son susceptibles de ser eliminados aquellos genes que codifican actividades
enzimaticas o proteinas que no contribuyen o que incluso son contraproducentes para
la actividad global del coctel enzimatico (Visser y col., 2011) o genes que dan lugar a
represores de la produccion de celulasas (Kubicek y col., 2009). Normalmente, las cepas
“superproductoras” producen una mezcla de muchas proteinas diferentes,
predominantemente celulasas y hemicelulasas. Es comun encontrar en estos
organismos enzimas con actividades que se solapan o que son redundantes permitiendo
a estos organismos adaptarse a los cambios de condiciones en el ambiente. En la
industria, estas condiciones suelen estar restringidas al rendimiento 6ptimo de hidrolisis
y de produccién por lo que puede no ser necesaria una alta diversidad de enzimas. De
hecho, esta diversidad puede ser contraproducente ya que en condiciones industriales
s6lo una fraccién de las enzimas presentes en el coctel secretado por la cepa sera capaz
de contribuir al rendimiento de hidrdlisis de biomasa. Por tanto, una extrema complejidad
de los cécteles enzimaticos es un impedimento para desarrollar mezclas de celulasas
eficientes y competitivas en la industria. Ademas, no es deseable la produccion de
enzimas redundantes o con poca actividad puesto que disminuye la produccion de las
que si lo son. La generacion de microorganismos mejorados que sobreexpresen un
coctel celulolitico de baja diversidad, eliminando enzimas "menos contributivas" en favor
de las mas contributivas, ha permitido reducir la dosis enzimatica para obtener, al
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menos, el mismo rendimiento mejorando la economia del proceso (Reyes-Sosa y col.,
2017).

Entre las diferentes estrategias para conseguir eliminar las enzimas no
contributivas o reducir su actividad destacan la mutagénesis de la cepa y la posterior
seleccion de mutantes con actividad reducida o la delecion dirigida de aquellos genes
no deseados o perjudiciales.

Los procedimientos para llevar a cabo deleciones génicas de forma eficiente
estaban poco definidos y era un proceso tedioso que consumia mucho tiempo. En los
ultimos tiempos, se han desarrollado herramientas moleculares adecuadas para superar
estas limitaciones (Forment y col., 2006).

Para la delecién de genes, el uso de genes marcadores es esencial para
discriminar entre células con el gen delecionado o no. Los genes marcadores pueden
conferir resistencia a antibiéticos (marcador dominante) o complementar una auxotrofia
(marcador auxétrofo) y de este modo permitir la seleccién de las células transformadas.

Las transformaciones basadas en marcadores dominantes y auxotrofos
generalmente limitan el numero de manipulaciones genéticas. Ademas, la presencia de
genes de resistencia a antibidticos no es deseable en cepas industriales y puede
suponer un obstaculo en los procesos de aprobacion de ciertos productos. Como
solucion a estos problemas, se desarrollaron sistemas con marcadores reciclables, es
decir sistemas que permiten la eliminacién del gen marcador después de cada paso de
transformacion y permiten la reutilizacién del mismo marcador en la siguiente ronda de
transformacion.

Se han desarrollado diferentes métodos con construcciones genéticas para
facilitar el proceso de delecion de genes y el reciclado de marcadores. Entre ellos
destacan el casete de delecién o el uso de una enzima recombinasa. Se detallan a
continuacion:

(i) Casete de delecidon. El casete de delecion es una opcion para facilitar la
eliminacion y la reutilizaciéon del gen marcador en otros eventos de delecién
reduciendo la necesidad de usar diversos marcadores de seleccion (Figura 12A).
En este sistema el gen marcador esta ubicado entre dos repeticiones directas
cortas (de aproximadamente 500 pb), lo que favorece la escision del marcador por
recombinacion homologa entre estas repeticiones. Este casete se puede reutilizar
para multiples rondas de deleciones génicas. Un ejemplo de la eficacia de este
método aplicado en hongos es el descrito por Hartl y Seiboth (2005) para T. reesei
en el cual se eliminaron consecutivamente dos genes de hexoquinasa con un
casete de delecion. El enfoque de esta estrategia se basa en la recombinacion
natural entre las dos repeticiones directas que flanquean el gen marcador. El
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(ii)

inconveniente es que esto se produce con una frecuencia relativamente baja
(aproximadamente un 1%) (Seiboth, B., y col., 2011).

Recombinasa. Otro sistema de recombinacion consiste en la introduccion de una
recombinasa especifica que detecta fragmentos cortos de ADN con una secuencia
especifica y recombina estos sitios, eliminando asi el ADN existente entre ellos
(Figura 12B). La ventaja de esta estrategia es una frecuencia de recombinacion
relativamente alta y el inconveniente es que requiere un gen adicional, el gen que
codifica la recombinasa, que debe regularse de tal forma que el gen marcador no
se elimine durante la transformacion fungica inicial, sino en el momento que se
desee la eliminacién del gen marcador de una forma controlada (Seiboth, B., y
col., 2011). Ejemplos de tal método son el sistema Cre/loxP del bacteriéfago P1
de E. coli (Martinez-Anaya y col., 2008) o el sistema FLP/FRT de S. cerevisiae.
Ambos dependen de una recombinaciéon especifica de sitio mediada por la
recombinasa Cre o FLP, ademas de secuencias de reconocimiento que sirven
como sitios especificos de unién a recombinasa (loxP o FRT).

A B

- —— - - ———-

REP REP FRP FRP

directa directa O o

— ) s

— =

Figura 12. Construcciones para delecién de genes y diferentes sistemas de eliminacion
del gen marcador (A) Reciclaje del marcador de seleccién mediante el sistema de casete
de delecion. Estos casetes se componen de un gen marcador (fragmento negro)
flanqueado por dos repeticiones directas (REP) que son las responsables de la escision
del marcador de seleccibn mediante recombinacion homodloga después de la
transformacion. (B) Reciclaje del marcador de seleccion mediante un sistema de
recombinacién FLP/FRT. En este sistema la recombinasa FLP se introduce con el gen
marcador y media la recombinacion entre dos secuencias FRT (adaptado de Seiboth, B.,
y col., 2011).

Para la aplicacion de los sistemas de casetes de delecion y los sistemas

recombinasa, son esenciales los marcadores genéticos bidireccionales. Estos
marcadores son aquellos que se pueden usar para seleccionar la ausencia y la
presencia del marcador. La seleccion bidireccional se logra seleccionando primero la
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presencia del marcador tras la transformacion del hongo (seleccion positiva) v,
posteriormente, se prueba la pérdida o ausencia del marcador (seleccion negativa). En
caso de que el gen marcador aun esté presente, el transformante sera sensible a cierta
sustancia téxica. En ausencia del marcador, esta sustancia no puede metabolizarse v,
por lo tanto, ya no seria toxica (Steiger y col., 2011). Algunos ejemplos de marcadores
bidireccionales usados en hongos se exponen a continuacion.

(i)

(ii)

(iif)

Genes ura3/pyr4. El gen ura3 que codifica la orotidina-5'-fosfato decarboxilasa
involucrada en la biosintesis de pirimidina, confiere a la célula la capacidad de
crecer en ausencia de uracilo (complementacién de auxotrofia). De forma similar,
el gen pyr4 de T. reesei que codifica la misma enzima, confiere prototrofia de
uridina/uracilo. Los transformantes que hayan integrado ura3/pyr4 en su ADN
gendémico permiten su seleccion en medios deficientes en uracilo y/o uridina. Por
otro lado, los mutantes deficientes en ura3/pyr4 son resistentes al acido 5-fluoro-
orotico (5-FOA) que se convierte en el toxico fluoro-uracilo en el caso de los
protétrofos. De esta forma, es posible la seleccion de aquellas células que han
perdido el gen marcador mediante el crecimiento en medio con 5-FOA mas
uracilo/uridina (Hartl y Seiboth, 2005).

Gen amdsS. Otro marcador de seleccion bidireccional y reciclable, frecuentemente
usado en diferentes hongos filamentosos, es el gen amdS de Aspergillus nidulans.
El gen amdS codifica la enzima acetamidasa capaz de catalizar la hidrélisis de
acetamida liberando acetato y ibn amonio. En organismos que no son capaces de
utilizar acetamida como fuente de nitrégeno de forma natural, el gen amdS permite
la produccion de amonio, que es utilizable como fuente de este nutriente. Por
tanto, su accion como marcador de seleccion se basa en la utilizacién de un medio
minimo con acetamida como uUnica fuente de nitrégeno permitiendo solamente el
crecimiento de las células que poseen dicho marcador (Kelly y Hynes, 1985;
Hynes, 1994).

La contraseleccioén para la seleccion de aquellas células que han perdido este gen
marcador, por recombinacion natural entre las dos repeticiones directas que lo
flanquean, es posible mediante el crecimiento en medio conteniendo
fluoroacetamida, que provoca la muerte celular si el gen amdS se expresa (Van
ooyen y col., 2006). La fluoroacetamida es convertida por la acetamidasa en el
compuesto toxico fluoracetato provocando la muerte celular (Hynes y Pateman,
1970). De esta forma, permite la seleccion de células que han perdido el marcador
de seleccién amdS para su posible reutilizacién en la misma cepa.

El gen amdS ha sido utilizado como marcador de seleccién en diversos hongos
filamentosos (Gomi K., y col., 1992).

Combinacion de marcadores. De forma similar, se puede construir un casete
fusionando un marcador positivo dominante con un marcador negativo, por
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ejemplo, un gen de resistencia a la fleomicina se fusion6 con el gen de la timidina
quinasa del virus del herpes simple tipo 1. Esta fusién génica conferia resistencia
a la fleomicina para la seleccion positiva dominante y la sensibilidad al ganciclovir
para la seleccion negativa (Krappmann y col., 2005).

1.8.2. Evoluciéon molecular dirigida de enzimas

En las ultimas décadas, la evolucion dirigida se ha convertido en una poderosa
herramienta para adaptar diversas funciones enzimaticas. Esta técnica permite el
desarrollo de enzimas adecuadas con especificidad, actividad, estabilidad y solubilidad
mejoradas que operan en condiciones especificas de procesos industriales (Porter y
col., 2016).

La evolucion molecular dirigida explora grupos de genes naturales o0 mutados con
el fin de seleccionar las propiedades deseadas. Durante décadas esta herramienta se
ha aplicado para muchos objetivos en biotecnologia, tales como conseguir enzimas que
sean estables durante largos periodos de tiempo, enzimas con mayor especificidad y
estabilidad o enzimas que puedan aceptar diferentes sustratos que no pueden
encontrarse en la naturaleza (Nevalainen y col., 2003). Esta técnica permite el desarrollo
de enzimas adecuadas para las condiciones especificas de un proceso industrial.

La evolucion dirigida es una herramienta probada y aceptada para la ingenieria
de proteinas debido a su independencia del conocimiento de la estructura de la enzima
y la interaccion entre la enzima y el sustrato. Esta técnica permite optimizar la funcién o
las propiedades de la enzima usando un proceso de seleccion artificial para detectar
proteinas mutagenizadas segun las necesidades (Larue y col., 2016). El uso de la
evolucion dirigida para modificar las celulasas para aplicaciones industriales se ha
demostrado en EG (Wang y col., 2005), en CBH (Wu y Arnold, 2013) y en BGL (Pei y
col., 2011), donde la estabilidad térmica, la actividad a temperaturas no naturales y el
pH 6ptimo han sido los objetivos de mejora mas habituales.

Habitualmente, un experimento de evolucion dirigida consiste en la creacion de
librerias génicas aplicando técnicas de mutagénesis y/o recombinacion para aislar los
genes que codifican las proteinas con las propiedades deseadas (Nevalainen y col.,
2003) (Figura 13).

El mayor desafio es desarrollar métodos que evaluen correctamente el
rendimiento de los mutantes de la enzima de interés. Para la seleccion siempre es
preferible realizar un cribado o screening que permita el analisis de un gran numero de
mutantes. El screening puede (1) facilitarse distinguiendo los mutantes deseados del
resto en funcién de sus distintos fenotipos, como liberacién de productos coloreados o
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formacion de halos, o (2) aleatorios, lo que implica elegir mutantes uno por uno para la
evaluacion de su rendimiento (Liu y col., 2009).

[ Gen seleccionado ]

Mutagénesis al azar
> ylo
recombinacién de genes

[ Libreria de genes mutados ]

Expresion de proteinas

Rondas iterativas

{ Libreria de enzimas mutantes ]

Screening o exploracion
de la propiedad deseada

[ Seleccion de enzimas funcionalmente mejoradas }

[ Objetivo alcanzado ]

Figura 13. Esquema general de evolucién dirigida. Partiendo del gen seleccionado se usan
herramientas de mutagénesis aleatoria y/o recombinacion génica seguidas de una seleccion o
screening de alto rendimiento para aislar variantes funcionalmente mejoradas. Se pueden usar
varios ciclos hasta alcanzar la propiedad o parametros deseados.

En esta Tesis se afronta la evolucion dirigida de la enzima Bgl1 de M. thermophila
C1 que posee una significativa actividad de transglicosilacién (Apartado 1.4.3.1.), con el
fin de disminuir o eliminar esta actividad no deseada. La reduccion de esta actividad
implicaria el aumento de la actividad hidrolitica y del rendimiento de liberacién de
glucosa mejorando la actividad global de hidrdlisis de biomasa lignocelulésica.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es la mejora genética del hongo productor del
céctel enzimatico mediante dos lineas principales:

- La reduccion y/o eliminaciéon de aquellas actividades perjudiciales o productos
no deseados que estén presentes en el cdctel enzimatico. Para ello, se planted
la eliminacion de genes que codifican estas proteinas no deseadas. Las
candidatas son dos enzimas con significativa representacion en el coctel
enzimatico producido por M. thermophila pero que son aparentemente inactivas
o ineficientes en las condiciones del proceso de hidrélisis de biomasa
lignoceluldsica. Concretamente se trata de una enzima no celulolitica no activa
en el céctel, la quitinasa 2, y una enzima celulolitica con actividad redundante y
poco eficiente en el coctel, la endoglucanasa 6. Por tanto, se decidié eliminar los
genes que codifican para estas enzimas con el fin de optimizar la composicion
del coctel enzimatico y en consecuencia obtener un mayor rendimiento de
hidrolisis para una misma dosis de coctel enzimatico.

- La mejora genética de aquella/s actividad/es celuloliticas principales. Este es el
caso de la actividad B-glucosidasa que tiene una elevada actividad
transglicosilante que supone una pérdida de rendimiento en la produccion de
glucosa. Para ello, se planteé la mejora de la enzima B-glucosidasa de M.
thermophila mediante evolucién dirigida con la finalidad de disminuir o eliminar
esta actividad transglicosilante y por consiguiente aumentar el rendimiento final
de liberacién de glucosa.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Organismos

3.1.1. Cepas del hongo Myceliophthora thermophila

En la presente Tesis Doctoral se han utilizado dos cepas de Myceliophthora
thermophila para los distintos objetivos de este trabajo. Ambas cepas derivan de la cepa
industrial M. thermophila UV18-25 descrita en la patente WO 2008/008793 A2
(Magnuson y col., 2008) y son: (i) una cepa de uso industrial para la reduccion y/o
eliminacion de enzimas ineficientes en el proceso de hidrdlisis de biomasa con el fin de
generar una cepa que exprese un coctel enzimatico éptimo, y (ii) una cepa parental para
la mejora genética de una de las actividades celuloliticas principales, la actividad -
glucosidasa. En ambos casos con el objetivo general de mejorar el rendimiento de
hidrélisis enzimatica.

3.1.1.1. M. thermophila AB1

AB1 deriva de M. thermophila UV-1825 (Verdoes y col., 2007) con expresion
nativa de las principales celulasas por lo que es una cepa adecuada para la busqueda
de versiones mejoradas de estas enzimas. En concreto, se utilizO como cepa
hospedadora para el escrutinio de la libreria de mutantes de la enzima -glucosidasa 1
(Bgl1) con el objetivo de obtener una version mejorada de esta celulasa. El uso de esta
cepa para tal fin posibilitd el adecuado analisis de los mutantes y el ensayo de la
actividad B-glucosidasa ya que no produce grandes cantidades de esta enzima que
puedan enmascarar la actividad ensayada.

La cepa AB1 presenta auxotrofia de uridina (Apyr5). El gen pyr5 (niumero de
acceso en NCBI XP_003660657.1) codifica la enzima orotato-fosforibosil transferasa
funcional y su vector de expresion permite la complementacion de la auxotrofia de
uridina (Verdoes y col., 2007).

3.1.1.2. M. thermophila AB2

AB2 es una cepa industrial de M. thermophila que produce una mezcla enzimatica
optimizada (coctel completo) compuesta por las principales enzimas celuloliticas (-
glucosidasa, celobiohidrolasa tipo | y tipo Il, endoglucanasas, B-xilosidasas y
polisacarido monooxigenasas) que actuan de forma sinérgica para la obtencion de
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azucares fermentables a partir de biomasa. Dentro de este conjunto de enzimas estan
sobreexpresadas una [(-glucosidasa, una endoglucanasa y dos polisacarido
monooxigenasas. AB2 se utilizé para evaluar la mejora de eficiencia del céctel mediante
la eliminacion de enzimas celuloliticas no contributivas (con menor o nula eficiencia
celulolitica) con el fin de aumentar la concentracion de enzimas activas con mayor
eficiencia celulolitica.

La cepa AB2 presenta auxotrofia de uridina (Apyr4). ElI gen pyr4 (nimero de
acceso en NCBI GI_367034702 XP_003666633.1) codifica una orotidina-5-fosfato-
descarboxilasa y su expresion permite la complementacién de la auxotrofia de la uridina
(Verdoes y col., 2007).

3.1.2. Cepas de la bacteria Escherichia coli

3.1.2.1. E. coli XL1-Blue MRF”

La cepa de E. coli XL1-Blue MRF” (Stratagene) se utilizé para producir y purificar
con un elevado rendimiento las diferentes construcciones de plasmidos. Se utilizaron
células competentes comerciales para ser transformadas por electroporacién con una
eficiencia de transformacion superior a 1x10'° transformantes/ug de ADN. Su genotipo
es: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac
[F" proAB lacl’ZAM15 Tn10 (Tet")]

3.1.2.2. E. coli XL10-Gold

La cepa de E. coli XL10-Gold (Stratagene) se utilizd para producir y purificar con
un elevado rendimiento los plasmidos de las librerias de mutantes de bgl/1. Se utilizaron
células ultracompetentes comerciales con una eficiencia de transformacion superior a
5x10° transformantes/ug de ADN. Su genotipo es: TetrA(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-
mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F* proAB lacl*ZAM15 Tn10
(Tet) Amy Cam.
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3.2. Medios de cultivo y disoluciones

3.2.1. Medios y condiciones de cultivo para M. thermophila

Las cepas de M. thermophila utilizadas en este trabajo se cultivaron en el medio
nutritivo adecuado segun el fin a alcanzar: el crecimiento general de la cepa, la seleccion
de transformantes, la obtencién de esporas o la produccion del céctel enzimatico.

Para la produccion del céctel enzimatico de M. thermophila se usaron distintos
medios segun la escala de produccién (microplaca o matraz). En ambos casos, esta
produccion consta de una fase previa de crecimiento y posteriormente de produccion en
las cuales la composicion de los medios varia segun la escala. Estos medios contienen
las fuentes de carbono, nitrégeno y sales adecuadas para cada caso. La composicion
de los medios se describe en las publicaciones de Verdoes y col., 2007 y Visser y col,
2011 y en la patente Emalfarb y col., 1998. Para cualquiera de estos fines, las cepas de
M. thermophila se cultivaron a 35 °C.

Para el crecimiento de cepas auxétrofas pyr4 o pyr5 (ver descripcion en Apartado
3.1.1.1. y 3.1.1.2.) se utilizé el mismo medio afadiendo uracilo y uridina a la mezcla.
Antes de esterilizar en autoclave se afiade el uracilo a una concentracion final de 1,12
g/L y post-esterilizacion se afiade uridina 1M a una concentracion final de 10 mM.

Para la seleccion de transformantes delecionados se utilizd el marcador amdS
(Kelly y Hynes, 1985). Este gen codifica una acetamidasa capaz de hidrolizar la
acetamida como fuente de carbono y nitrégeno para el hongo (ver Introduccion,
Apartado 1.8.1.). Debido a que el medio contiene acetamida (1M) como unica fuente de
carbono y nitrégeno, sélo aquellos transformantes que expresen el gen amdS seran
capaces de crecer. Posteriormente el marcador se puede eliminar mediante seleccién
en fluoroacetamida (5 g/L) en presencia de urea como fuente de nitrogeno (Debets y
col., 1990).

3.2.1. Medio y condiciones de cultivo para E. coli

3.2.1.1. Medio de crecimiento de E. coli Luria Bertani (LB)

El crecimiento de E. coli se realiz6 en medio LB deshidratado (Merck, 30 g/L). La
esterilizacion de este medio se realizé en autoclave, a 1 atmoésfera de presion y 121 °C
durante 20 min.
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Para la seleccién de los transformantes de células de E. coli transformadas con
plasmido se anadié post-esterilizacion el antibidtico ampicilina (200 mg/mL) a una
concentracion final de 100 pg/mL, resultando el medio LB/amp. Se transfirieron colonias
aisladas a tubos de 10 mL con 2,5 mL de LB/amp y se incubaron a 37 °C y 100 rpm
durante 12 h.

3.3. Obtencion, manipulacion y analisis de ADN

3.3.1. Aislamiento de ADN plasmidico de E. coli

Para el aislamiento de pequefias cantidades de ADN plasmidico de cultivos
bacterianos de E. coli en LB/amp se usé el kit PureYield Plasmid Miniprep System
(Promega) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Para el aislamiento de
mayores cantidades de ADN plasmidico se emple6 el kit E.Z.N.A. Plasmid Maxi Kit
(Omega bio-tek, Inc.) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante y partiendo de
cultivos de E. coli de 100 mL de LB/amp. Ambos kits se basan en el método de lisis
alcalina seguida de la purificacion del ADN y elucién en agua mili-Q estéril.

3.3.2. Aislamiento de ADN genémico de M. thermophila

Para la extraccion y purificacion de ADN gendmico de cultivos de M. thermophila
se empled el kit DNeasy Plant Mini Kit (Quiagen) siguiendo el protocolo descrito por el
fabricante. Para ello se partié de inéculos de micelio de colonias aisladas en 500 pL de
medio de crecimiento en microtubos de 2 mL y se incub6 a 35 °C con una agitacion de
250 rpm durante 72 h.

3.3.3. Anadlisis y cuantificacion de ADN

3.3.3.1. Electroforesis de ADN

Para la caracterizacion de plasmidos, separacion de fragmentos de distinto
tamafio generados de digestiones con enzimas de restriccion o verificacion de los
productos obtenidos mediante PCR, el ADN se sometié a electroforesis en geles de
agarosa (AMRESCO) preparados en tampon TAE 1X (a partir de TAE 50X compuesto
por Tris-base 2M; 5,70% acido acético glacial; 50 mM EDTA pH 8,00). Las
concentraciones de agarosa variaron entre 0,7% y 1,5% (p/v) dependiendo del tamafio
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de los fragmentos a separar. El ADN se visualizé por tincion con SYBER Safe (Thermo
Fisher Scientific) e iluminacién con luz ultravioleta utilizando un transiluminador Ge/ Doc
TM XR (BioRad).

La polimerizacion de los geles de agarosa y el desarrollo de la electroforesis se
llevé a cabo en cubetas de Bio-Rad. Las muestras de ADN se disolvieron en tampén de
carga (Takara) y la electroforesis se realizd6 en tampon TAE 1X a una intensidad de
corriente variable segun el tamano de la cubeta.

3.3.3.2. Cuantificacion de ADN

La concentracién de ADN se calculd: A) Mediante electroforesis en gel de agarosa
(Apartado 3.3.3.1.) por comparacién de intensidad de las bandas a cuantificar con las
bandas del marcador High Mass DNA ladder (Invitrogen) de masa molecular, tamafo y
concentracién conocidos. B) Con el espectrofotémetro NanoDrop (Thermo Scientific).

3.3.4. Purificacion de fragmentos de ADN

Para la purificacion de los fragmentos de ADN procedentes tanto de digestiones
enzimaticas como de amplificaciones por PCR se llevaron a cabo electroforesis en geles
de agarosa para separar los fragmentos de ADN. Las bandas de interés se cortaron
con un bisturi y se purificaron con el kit Q/Aquick Gel Extraction kit (Quiagen) siguiendo
el protocolo descrito por el fabricante.

3.4. Transformacion de microorganismos

3.4.1. Transformacion de E. coli

Las células competentes XL1-Blue MRF” de E. coli fueron transformadas por
electroporacion y las células competentes de XL10-Gold de E. coli fueron transformadas
por choque térmico siguiendo para cada una de ellas las indicaciones del protocolo
proporcionado por del fabricante (Stratagene).
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3.4.2. Transformacion de M. thermophila

La transformacion del hongo M. thermophila se realiz6 mediante la fusion de
protoplastos como se describe en Verdoes y col., 2007 y siguiendo el procedimiento
patentado por Emalfarb y col., 2003. Este procedimiento se basa en la generacién de
protoplastos mediante la incubacion del micelio con una solucion de enzimas liticas para
la correcta degradacion de la pared celular y la liberacién de protoplastos para su
posterior transformacién con el ADN correspondiente (Figura 14).

Figura 14. Liberacion de protoplastos mediante tratamiento con una solucién de enzimas liticas
(Caylasa C4, Invivogen). A) Imagen al microscopio del micelio de M. thermophila antes del
tratamiento. B) Imagen al microscopio de los protoplastos libres y desprovistos de pared celular
tras el tratamiento.

3.5. Construccion de plasmidos

3.5.1. Digestiéon con enzimas de restriccion

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccion (Takara o New England
Biolabs) se realizaron en el tampén indicado por el fabricante y teniendo en cuenta las
unidades de cada enzima. Se incubaron a la temperatura y tiempo recomendado para
cada enzima.

3.5.2. Oligonucleétidos

Los oligonucledtidos fueron disefiados usando el software Primer3 (Whitehead
Institute for Biomedical Research, Cambridge) y sintetizados por IDT (Integrated DNA
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Technologies, Bélgica). A continuacion, se incluye una Tabla con los oligonucleétidos
utilizados en este trabajo (Tabla 3). La finalidad de cada uno de ellos se describe en los
correspondientes apartados. Las secuencias en negrita corresponden con secuencias
de reconocimiento para enzimas de restriccion.

Tabla 3. Listado de oligonucleétidos

Oligo Secuencia

1-F AAGGCGGTTAGTGAGCTTGA

1-R GCAGCCTGCAGTCAAACATA

2-F CTATAGGGCGAATTGGAGCTCTTGGAAAATGCCGAAATGATGCGGCTCGCTC
2-R CCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCGGTGGAGAAGAAGTAGCAAAGCAGGGAATG
3-F GTAATCATGGTCATAGAATTCGGCCCTATGACCTCCCGAGTCCTGGTCGAG
3-R GGTACCGGGCCCCCCCTCGAGACGAGCCGTTGCCCGACACCGAGTGTGTTC
4-F GTTGGTTACCTCGCTGGTCCATGATTGC

4-R CGATGCAATCAAATCCACGCACATGG

5-F ATGCTCTCGAGTTCACGGGTATAAGAGC

5-R AGCGGAAGAAGAATGATTGCAAGTTGAC

6-F CAGTCATCGGGATACAAGAACAT

6-R GGTGGATGGAAGAGGGATATAAT

7-F CCGTTGAACCCTCTGAAGAA

7-R GTTGAGGACGACGGATTCAT

8-F ACCGAATTCATCAAATGGATAGGTCGGTAATG

8-R CACCTCGAGCAAGGAAGTCGAGTACGAGTCC

9-F ACCGAGCTCGTAGCACTCGCTGTGTATCCTC

9-R CCTGGATCCCTTATACCCAGGACATTCACAGTTC

10-F GAGATTATACGCCTTGAGCTTCTC
10-R CTACAAGAACAATGTGGACAACAAG

11-F CGTCTGCAGCGAAACGACCAAGAAGATCACGG
11-R CGAGAATTCGTGCTTAGCGACACCCGTGCCGC

12-F CCTCAATCCTGGGAAGAACTGGCCGCTGAT
12-R GAGTCACCACATTTCCCAGCAACTTCCCCACT

13-F CTTTACCGCCATCGAGAATTT

13-R AGAATTCGGAAGACGACCTG

14-F GGCTCGAGATCTACAAGACTG

14-R GTAGTTGGACACGTTGGTGA

15-F GCTGACAATCATCGTCAGGTTCACCAGAAGCCCCTCGCGA

15-R AGGAAGCTCAATCTTGAGATCCAACTTCCGGCTGCTCCTC

16-F CGAGGAGCTCCTTACAAAAAAAAGGTATCC

16-R TTCCTGCAGCCCGGGGGATCCTCAAGGAAGCTCAATCTTGAGATCCAACTTCC

Las dianas de restriccion introducidas aparecen subrayadas y en negrita: 2-F y 16-F, Sacl; 2-R, Notl; 3-F,
EcoRl; 3-R, Xhol; 8-F, Sacl; 8-R y 16-R, BamHl; 9-F, EcoRlI; 9-R, Xhol; 16-R. Smal; 16-R, Pstl TCA: coddn
de stop.

3.5.3. Desfosforilacion

La desfosforilacién del extremo 5 de los plasmidos se hizo para evitar la
recirculacion y autoligacion de vectores durante la ligacidn. Para ello se utilizé la enzima
fosfatasa alcalina (TSAP) de Promega siguiendo las instrucciones del fabricante.
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3.5.4. Ligacion

Para las ligaciones se utilizé el kit DNA Ligation Kit Mighty Mix (Takara) que
contiene una unica solucién denominada 2X Ligation Mix. La ligacion de ambos
fragmentos se realiz6 en una relacidon molar 1:7 (vector:inserto) en un volumen total de
7,5 pL. A esta solucion de ADN se afiadié un volumen de la solucién 2X Ligation Mix
(7,5 pL). La mezcla fue incubada a 16 °C durante 30 min. Esta solucién se uso
directamente para transformar en E. coli como se describe en el Apartado 3.4.1.

3.5.5. Plasmidos para la delecion de genes en M. thermophila

Para la eliminacion o disrupcién de genes que codifican las proteinas no
deseadas se utilizd la estrategia de delecion usando un casete de delecion. Esta
herramienta permite la reutilizacion del gen marcador en otros eventos de delecion. Este
meétodo se basa en el intercambio del gen objeto de delecién en el genoma por el
fragmento que contiene el marcador amdS mediante recombinacién homologa con las
regiones flanqueantes del gen a delecionar (rec 5’ y 3’). Las secuencias REP permiten
la escision del marcador por recombinaciéon homadloga entre ambas repeticiones. Esta
estrategia se muestra en detalle en la Figura 15. Las construcciones genéticas para las
deleciones de este trabajo se describen en los siguientes Apartados.

REP TS REP | Casete de delecion de gen X

gen X | | I ADN gendmico nativo

Transformacion
Recombinacion homoéloga en las regiones 5 and 3’

REP amds | | ADN genémico del AgenX

Seleccion en medio con fluoroaceteamida
Recombinaciéon homoéloga de las secuencias repetidas

| R | | ADN gendmico del AgenX
sin amdS

Figura 15. Esquema de la estrategia para delecionar genes utilizando el gen marcador amdS. El
fragmento de ADN lineal (casete de delecion) para delecionar el gen de interés (genX) contiene
el gen amdS flanqueado por fragmentos de secuencias repetidas (REP) y las regiones de ADN
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homologas aguas arriba (rec 5’) y aguas abajo (rec 3’) del gen objeto de delecién. Tras su
introduccién en células de M. thermophila, el casete de delecidon reemplaza el gen a delecionar
mediante recombinacion homodloga con una frecuencia en torno al 1% de los transformantes. Los
transformantes delecionados se seleccionaron por crecimiento en un medio con acetamida como
unica fuente de carbono. Mediante seleccion en fluoroacetamida, se elimina el gen amdS
mediante recombinacion homodloga de las secuencias repetidas. Mediante este método se
permite la delecidn secuencial de varios genes con el mismo marcador (amdS).

3.5.5.1. Vector para las construcciones de delecién

La construccion del casete de delecion implica varios pasos de clonacién. El
vector utilizado para generar las construcciones genéticas para delecion de genes se
denomina pBASE7 (Figura 16).

Sacl (657)
NotI (670)
Xbal (677)

Spel (683)
BamHI (689)
Xmal (695)

Smal (697)
PstI (705)

pBASE7
6827 bp

(4625) Kpnl
(4606) Xhol
(4600) Sall
(4592) Clal
(4581) EcoRY
(4573) EcoRI

Figura 16. Esquema del plasmido pBASE7 utilizado como vector para las construcciones
genéticas destinadas a delecionar genes.

Este vector permite la clonacion de los dos fragmentos de ADN aguas arriba y
aguas abajo del gen candidato a delecionar e incluye como marcador de seleccion el
gen amdS que confiere capacidad de utilizar la acetamida como unica fuente de
nitrégeno. Este gen fue sintetizado previamente in vitro eliminando los puntos de corte
de las principales enzimas de restriccion. El marcador amdS ademas contiene su regién
promotora (Pamgs) y terminadora (Tamas). A ambos lados del marcador de seleccion amdS
se localizan dos regiones denominadas REP que son secuencias cortas repetidas de
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592 pb correspondientes a un pequefo fragmento del gen cbh1y que permiten, una vez
integrado el vector en el genoma, la eliminacién del gen amdS mediante recombinacion
homdloga entre ambas.

3.5.5.2. Plasmido para la delecion del gen quitinasa 2 (chi2)

La construccion genética utilizada con el fin de delecionar el gen que codifica la
quitinasa 2 se obtuvo a partir del vector pBASE7 (Apartado 3.5.5.1.). En este vector se
clonaron los fragmentos aguas arriba y aguas abajo del gen chi2. El fragmento aguas
arriba de este gen, denominado extremo 5’, se amplific6 por PCR a partir de ADN
gendémico de M. thermophila (obtenido como se describe en el Apartado 3.3.2.) con la
ADN polimerasa iProof High-Fidelity (BioRad) usando los oligos 2-F y 2-R (Tabla 3) y
las condiciones de amplificacion que se indican en la Tabla 4. Estos oligos incluyen las
secuencias de reconocimiento para las enzimas de restriccion Sacl y Notl. De la misma
forma se amplificé el fragmento aguas abajo del gen chi2, denominado extremo 3’, con
los oligonucledtidos 3-F y 3-R (Tabla 3) con las mismas condiciones que para el extremo
5’ (Tabla 4). Estos oligonucleétidos incluyen las secuencias de reconocimiento para las
enzimas de restriccion EcoRI y Xhol.

Tabla 4. Condiciones de PCR para la amplificacion del extremo 5’ (fragmento aguas arriba del
gen chi2) y del extremo 3’ (fragmento aguas abajo del gen chi2).

Paso del ciclo Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 98°C 30s 1
Desnaturalizacion 98°C 10s
Alineamiento 55°C 30s 35 ciclos
Extension 72°C 1 min
Extension final 72°C 10 min 1

Una vez amplificados estos fragmentos, se clonaron en el vector pBASE7. En
primer lugar, el fragmento amplificado correspondiente al extremo 3’ (situado aguas
abajo del gen) se digirié con las enzimas de restriccion EcoRI y Xhol y se ligd en el
vector pBASE7 digiriendo previamente con las mismas enzimas de restriccion vy
desfosforilando el vector como se describe en el Apartado 3.5.3. El producto de ligacion
se transformo en células electrocompetentes de E. coli XL1-Blue MRF’" tal y como se
describe en el Apartado 3.4.1. Una vez obtenido este plasmido se continué con la
clonacion del extremo 5’ situado aguas arriba del gen chi2. Para ello, tanto el fragmento
correspondiente como el plasmido donde previamente se habia clonado el extremo 3’
se digirieron con las enzimas de restriccion Sacl y Notl y se ligaron tal y como se detalla
en el Apartado 3.5.4. La mezcla de ligacion se transformé en células electrocompetentes
de E. coli XL1-Blue MRF’ como se describe en el Apartado 3.4.1. El plasmido obtenido
fue el denominado pABC418 (Figura 17).
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Sacl (657)
Kpnl (794)

Xhol (1952)

(7256) Kpnl Notl (2144)

(7237) Xhol pPABC418

9458 bp

(6047) EcoRI

Figura 17. Esquema del plasmido pABC418 utilizado para delecionar el gen quitinasa 2 (chi2).

Para transformar esta construccion en M. thermophila, este plasmido se digirid
con la enzima de restriccion Kpnl con el fin de obtener el fragmento lineal
correspondiente al casete de delecion. El fragmento obtenido se purificd desde gel de
agarosa al 0,8% como se indica en el Apartado 3.3.4.

3.5.5.3. Plasmido para la delecion del gen endoglucanasa 6 (eg6)

La construccion genética utilizada con el fin de delecionar el gen que codifica para
la endoglucanasa 6 se obtuvo a partir del vector pBASE7 (Apartado 3.5.5.1.). En este
vector se clonaron los fragmentos aguas arriba y aguas abajo del gen eg6. El fragmento
aguas arriba, denominado extremo 5’, se amplificé por PCR a partir de ADN gendmico
de M. thermophila (obtenido como se describe en el Apartado 3.3.2.) con la ADN
polimerasa iProof High-Fidelity (BioRad) usando los oligos 8-F y 8-R (Tabla 3) y las
condiciones de amplificacién que se indican en la Tabla 5. Estos oligos incluyen las
secuencias de reconocimiento para las enzimas de restriccion Sacl y BamHI. De la
misma forma se amplifico el fragmento aguas abajo del gen eg6, denominado extremo
3’, con los oligonucledtidos 9-F y 9-R (Tabla 3) con las condiciones que se indican en la
Tabla 5. Estos oligonucleétidos incluyen las secuencias de reconocimiento de las
enzimas de restriccion EcoRl y Xhol.
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Tabla 5. Condiciones de PCR para la amplificacion del extremo 5 (fragmento aguas arriba del
gen eg6) y del extremo 3’ (fragmento aguas abajo del gen eg6).

Paso del ciclo Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 98°C 30s 1
Desnaturalizacién 98°C 10's
Alineamiento 58°C 30s 35 ciclos
Extension 72°C 1 min
Extension final 72°C 10 min 1

Una vez amplificados estos fragmentos, se clonaron en el vector pBASE7. En
primer lugar, el fragmento amplificado correspondiente al extremo 5’ del gen (situado
aguas abajo del mismo) se digiridé con las enzimas de restriccion Sacl y Kpnl y se clon6
en el vector pBASE?7 digiriendo previamente con las mismas enzimas de restriccion. La
mezcla de ligacion se transformé en células electrocompetentes de E. coli XL1-Blue
MRF’ tal y como se describe en el Apartado 3.4.1.

Sacl (657)

Xhol (1943)

(8585) KpnI
(8566) Xhol —

pABC562 BamHI (2663)
10,787 bp

(6547) EcoRI

Figura 18. Esquema del plasmido pABC562 utilizado para la delecionar el gen egé.

Una vez obtenido este plasmido se continud clonando el extremo 3’ situado aguas
arriba del gen eg6. Para ello, tanto el fragmento correspondiente como el plasmido
donde previamente se habia clonado el extremo 5’ se digirieron con las enzimas de
restriccion EcoRI y Xhol y se ligaron tal y como se describe en el Apartado 3.5.4. La
mezcla de ligacion se transformd en células electrocompetentes de E. coli XL1-Blue
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MRF’ como se describe en el Apartado 3.4.1. El plasmido obtenido fue el denominado
pABC562 (Figura 18).

Para transformar en M. thermophila, este plasmido se digirié con las enzimas de
restriccion Sacl y Kpnl con el fin de obtener el fragmento lineal correspondiente al casete
de delecion. El fragmento obtenido se purificd desde gel de agarosa al 0,8% como se
indica en el Apartado 3.3.4.

3.5.6. Plasmido para la generacion de librerias de mutantes del gen g-
glucosidasa 1 (bgl1)

La construccién genética utilizada para la generacion de librerias de mutantes de
bgl1 se realiz6 como se detalla a continuacién. La secuencia de nucleétidos de ADNc
de bgl1 de M. thermophila se sintetizd in vitro (GeneScript, NewlJersey, EE. UU.)
eliminando los intrones y las secuencias de reconocimiento de las principales enzimas
de restriccion, sin alterar la secuencia de aminoacidos. La secuencia codificante tiene
una longitud de 2616 pb incluyendo el coddn de terminacion. La proteina codificada por
esta secuencia tiene una longitud de 871 aminoacidos con una masa molecular prevista
de 95 KDa. Usando el programa Signal IP (Petersen y col., 2011) se predijo un péptido
senal de 19 residuos por lo que la proteina madura prevista contiene 852 aminoacidos
con una masa molecular prevista de 93 KDa.

Para una correcta expresion, el gen bgl1 se sintetizo in vitro bajo el promotor del
gen de la celobiohidrolasa 1 (cbh1, numero de registro en NCBI XP_003660789.1) de
M. thermophila C1. Este casete (Pcon1-bgl1) se sintetizo in vitro incluyendo la secuencia
de las enzimas de restriccion Sacl (en el extremo 5) y Notl (en el extremo 3’) para
clonarlo en el vector de expresion denominado pBASE1 (Figura 19).

Este vector contenia la secuencia terminadora del gen de la celobiohidrolasa 1 de
M. thermophila C1 (Tcpn1, correspondiente a una region de 1014 pb aguas abajo de cbh7)
y el gen pyr5 de la misma cepa como marcador de seleccién.

El casete Pcon1-bgl1 se digirié con las enzimas de restriccion Sacl y Notl y se clono
en pBASE1 digerido previamente con las mismas enzimas de restriccion y
desfosforilando el vector tal y como se describe en el Apartado 3.5.3. Ambos productos
se ligaron tal y como se detalla en el Apartado 3.5.4. El producto de ligacion se
transformo en células electrocompetentes de E. coli XL1Blue MRF’ como se describe
en el Apartado 3.4.1. El plasmido recombinante obtenido se denominé pABC334 y se
muestra en la Figura 20.
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Sacl (657)

Sacll (664)

" Notl (870)

© _Xbal (677)

~ - Spel (683)
—~BamHI (689)
—Xmal (695)
—Smal (697)
“PstI (705)
~~~_EcoRI (707)

.~ EcoRV (715)
~ HINndIII (719)

Clal (726)

Figura 19. Esquema del vector de expresion pBASE1 utilizado para la clonacion del casete Pepni-
bglf.

“SacI (657)

pABC344

10,290 bp

NotI (5066)

Figura 20. Esquema del plasmido pABC344 de expresion del ADNc de bgl1 de M. thermophila.
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3.6. Escrutinio y seleccion de las cepas delecionadas

Tras la transformacion con los plasmidos de deleciéon en la cepa AB2 de M.
thermophila C1, se seleccionaron transformantes capaces de crecer en medio con
acetamida como unica fuente de carbono como consecuencia de haber integrado en su
genoma Yy expresado el marcador amdS. Estos transformantes se evaluaron
genéticamente para identificar si la integracion del casete de amdS se habia producido
en el lugar adecuado y habia reemplazado el gen objeto de delecion. La mayoria de los
fragmentos se integran por recombinacién no homéloga en cualquier lugar el genoma 'y
so6lo en torno a un 1% lo hace por recombinacién homdloga.

3.6.1. Escrutinio por PCR de transformantes delecionados chi2

Tras la transformacion del casete de delecién de chi2 (Apartado 3.5.5.2.) se
seleccionaron aquellos transformantes que fueron capaces de crecer en medio con
acetamida. Los transformantes seleccionados en este medio se analizaron
genéticamente para comprobar la correcta sustitucion del gen chi2 por el casete de
delecién mediante la recombinacion homologa entre las regiones 5’ (rec 5') y 3’ (rec 3’)
de dicho casete con las secuencias homologas que flanquean el gen a delecionar. Para
ello se analizé el ADN gendmico de cada transformante (obtenido como se describe en
el Apartado 3.3.2.) y se confirmé la delecion mediante amplificacion por PCR como se
detalla a continuacion:

- Para confirmar que la integracién del casete de delecion se habia producido en
el lugar correcto del genoma sustituyendo el gen chi2, se analizaron mediante
PCR las regiones aguas arriba y abajo de esa region. La region 5’ y la region 3’
se analizaron mediante las PCR 1 y PCR 2, respectivamente, con oligos que
amplificaban desde las regiones flanqueantes de rec 5’ y rec 3’ hasta el gen
amdS (Figura 21).

- La ausencia del gen chi2 (amplificacién negativa) se comprobd con los oligos
que amplifican un fragmento interno de este gen mediante la PCR 3 como se
indica en la Figura 21.
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A Delecién No deleciéon Oligos
PCR 1 (3,2 kb) + - 4-Fy1-R
PCR 2 (3,1 kb) + - 1-Fy5-R
PCR 3 (350 pb) - + 6-F y6-R
B REP amds REP Casete de delecion de chi2
\\ I' \\ Il
\\A'/ \\A,I
7\ 7\
AN —> PCR3 «— SN
| | chi2 | | ADN genémico nativo
Transformacion
Recombinaciéon homologa en las regiones 5 and 3’
| REP amds REP [ | ADN genémico del Achi2
= & PCR1  <«— —> PCR 2 <—

Figura 21. Esquema del analisis por PCR para verificar el reemplazo del gen chi2 por el casete
de delecion conteniendo el marcador amdS. A) Resultados esperados para las distintas PCR en
la seleccion de transformantes delecionados donde se indica el tamafo esperado de los
fragmentos y la amplificacion positiva (+) o negativa (-) esperada, ademas de los oligos usados
en cada caso: 4-F y 1-R para PCR 1, 1-F y 5-R para PCR 2, 6-F y 6-R para PCR 3 (informacion
de oligos en Tabla 3). B) Esquema del proceso de delecion mediante la integracion del casete
que alberga el marcador de seleccion amdS en el lugar del gen chi2 en el ADN genémico (ADNQ)
de AB2. Esto se produce gracias a la recombinacién homodloga de rec 5’ y rec 3’, regiones
flanqueantes 5’ y 3’ del gen chi2. Las flechas horizontales delimitan la regién que ha de ser
amplificada, los sitios de apareamiento y la orientacién de los oligos utilizados para cada PCR.

Para las distintas PCR se utilizé la polimerasa GoTaq (Promega) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las condiciones de amplificacion fueron las indicadas en la
Tabla 6 (PCR1y PCR2) y Tabla 7 (PCR3).

Tabla 6. Condiciones de PCR1 y PCR2 para la amplificaciéon del extremo 5" y 3’ en la delecion
del gen chi2.

Paso del ciclo Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min 1
Desnaturalizacion 95°C 30s
Alineamiento 58°C 30s 30 ciclos
Extension 72°C 3 min
Extension final 72°C 10 min 1
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Tabla 7. Condiciones de PCR3 para la amplificacion del fragmento interno del gen chi2.

Paso del ciclo Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min 1
Desnaturalizacion 95°C 30s
Alineamiento 62°C 30s 30 ciclos
Extension 72°C 30s
Extension final 72°C 10 min 1

La calidad del ADN gendmico extraido siempre se verific6 mediante una PCR
utilizando oligos internos del gen de actina con los oligos 7F y 7R que amplifican un
fragmento de aproximadamente 350 pb en las condiciones que se indican en la Tabla
8.

Tabla 8. Condiciones de PCR para la amplificaciéon del fragmento interno del gen de y- actina
(control de correcta extraccién de ADN gendmico).

Paso del ciclo Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min 1
Desnaturalizacion 95°C 30s
Alineamiento 55°C 30s 30 ciclos
Extension 72°C 30s
Extension final 72°C 10 min 1

3.6.2. Escrutinio por PCR de transformantes delecionados eg6

Tras la transformacion del casete de delecién de eg6 (Apartado 3.5.5.3.) se
seleccionaron aquellos transformantes que fueron capaces de crecer en medio con
acetamida. Los transformantes seleccionados en este medio se analizaron
geneticamente para comprobar la correcta sustitucion del gen eg6 por el casete de
delecién, que contiene el marcador de seleccion amdS, mediante la recombinacion
homodloga de los extremos 5 (rec 5') y 3’ (rec 3’), secuencias que flanquean el gen a
delecionar. Para ello se analizé el ADN gendmico de cada transformante mediante PCR
(obtenido como se describe en el Apartado 3.3.2.) y se confirmé la delecion mediante
amplificacion por PCR como se detalla a continuacion:

- Para confirmar que la integracién del casete de delecion se habia producido en
el lugar correcto del genoma sustituyendo el gen eg6, se analizaron mediante
PCR las regiones aguas arriba y abajo de esa region. La regién 5’ y la region 3’
se analizaron mediante las PCR 1 y PCR 2, respectivamente, con oligos que
amplificaban desde las regiones flanqueantes de rec 5’ y rec 3’ hasta el gen
amdS (Figura 22).
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- Laausencia del gen eg6 (amplificacion negativa) se comprobé con los oligos que
amplifican un fragmento interno de este gen mediante la PCR 3 también indicado
en la Figura 22.

A Delecion  No delecién Oligos
PCR 1 (3,1 kb) + - 10-Fy 1-R
PCR 2 (3,2 kb) + - 1-Fy 10-R
PCR 3 (750 pb) - + 12-Fy 12-R
B REP amde °ED Casete de delecion de eg6
AY Yd AY 4
\\ II \\ I'
\ 7/
A
SN —> PCR3 ¢«— VARN
| | egb | | ADN genémico nativo

Transformacion
Recombinacion homologa en las regiones 5 and 3’

| REP amds REP [ | ADN genémico del Aeg6
— PCR 1 “— — PCR 2 <

Figura 22. Esquema del andlisis genético para verificar el reemplazo del gen eg6 por el casete
de delecién con amdS. A) Resultados esperados para las distintas PCR en la seleccion de
transformantes delecionados donde se indica el tamafo esperado de los fragmentos y la
amplificacion positiva (+) o negativa (-) esperada ademas de los oligos usados en cada caso: 10-
Fy 1-R para PCR 1, 1-F y 10-R para PCR 2, 12-F y 12-R para PCR 3 (informacién en Tabla 3).
B) Esquema del proceso de delecién mediante la integracion del casete, que alberga el marcador
de seleccion amdsS, en el lugar del gen eg6 en el ADN genémico (ADNg) de M. thermophila. Esto
se produce gracias a la recombinacion homéloga de rec 5’ y rec 3’, regiones flanqueantes 5’ y 3’
del gen eg6. Las flechas horizontales delimitan la regiéon que ha de ser amplificada, los sitios de
apareamiento y la orientacion de los oligos utilizados para cada PCR.

Para las distintas PCR se utilizé la polimerasa GoTaq (Promega) conforme a las
recomendaciones del fabricante de esta polimerasa. Las condiciones de amplificacion
fueron las indicadas en las Tabla 9.
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Tabla 9. PCR 1. Condiciones de PCR para la amplificacién del extremo 5’ en la delecién del gen
egéb.

Paso del ciclo Temperatura Tiempo Ndmero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min 1
Desnaturalizacién 95°C 30s
Alineamiento 55°C 30s 30 ciclos
Extension 72°C 3,5 min
Extension final 72°C 10 min 1

La calidad del ADN gendmico extraido siempre se verific6 mediante una PCR
utilizando oligos internos del gen de actina como se indica en el Apartado 3.6.1.

3.7. Eliminacion del marcador

El gen marcador amdS fue el utilizado en este trabajo para discriminar entre
células con el gen de interés delecionado o no. La ventaja del uso de este marcador es
la posibilidad de eliminacion y reutilizacién de éste en nuevas rondas de delecién en la
misma cepa, reduciendo la necesidad de usar diversos marcadores de seleccion. La
eliminacion del marcador se produce gracias a la recombinacién natural entre las dos
repeticiones directas que flanquean el gen marcador en el casete de delecion (ver Figura
23).

| REP amds | ADN genomico del Agenx

Seleccion en medio con fluoroaceteamida
Recombinacion homologa de las secuencias repetidas

| RE | | ADN gendmico del AgenX
sin amdS

Figura 23. Representacion esquematica del proceso de eliminacion del marcador amdS.
Mediante seleccion en fluoroacetamida, se seleccionan los clones que han perdido el gen amdS
mediante recombinacion homodloga de las secuencias repetidas REP. Gracias a este método es
posible delecionar varios genes de forma consecutiva usando el mismo marcador de seleccion.

Para eliminar el gen amdS se utilizé el método de contraseleccion con
fluoroacetamida (Debets, A. J. y col., 1990). Las células que contienen el gen amdS son
capaces de hidrolizar fluoroacetamida para utilizarla como fuente de nitrégeno. Como
resultado de esta hidrdlisis se libera fluoracetato que impide el crecimiento ya que es un
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compuesto toxico para la célula. En contraposicion, las células carentes del gen amdS
son incapaces de hidrolizar la fluoroacetamida y, por tanto, son capaces de crecer ya
que no generan el compuesto toxico fluoracetato. Para permitir el crecimiento de las
colonias carentes de amdsS, el medio se suplementdé con urea en baja concentraciéon
como fuente alternativa de nitrégeno.

Para el proceso de eliminacion del marcador amdS en un transformante
delecionado se partié de colonias aisladas y puras obtenidas como se indica en el
Apartado 3.9.1. Se inocularon 20 colonias de este transformante en placas de medio
con fluoroacetamida y, en paralelo, en placas de medio con acetamida. Como control,
en cada placa se incluy6 una cepa conteniendo el gen amdS y una cepa que no. Se
incubaron las placas a 35 °C durante 4-5 dias.

Una vez seleccionados los clones que crecian en presencia de fluoroacetamida y
no en presencia de acetamida, se confirmd la pérdida del gen marcador amdS mediante
test nutricional y PCR.

- Eltest nutricional consistié en confirmar que dichos clones eran incapaces de crecer
en acetamida como unica fuente de nitrégeno y que si lo hacian en medio con
fluoroacetamida.

- El test por PCR comprueba la ausencia del gen amdS mediante amplificacion. Para
ello se utilizd la polimerasa GoTaq (Promega) con la reaccion estandar de la
polimerasa. Para la PCR 1 se utilizaron los oligos 11-F y 11-R que amplifican el
casete REP-amdS-REP de aproximadamente 3,8 Kb en el caso de la presencia del
casete y de aproximadamente 1 kb en el caso de su ausencia (condiciones de PCR
en Tabla 10). Para la PCR 2 se utilizaron los oligos 12-F y 12-R que amplifican un
fragmento interno del gen amdS de aproximadamente 500 pb y que no amplifica en
caso de ausencia del gen (condiciones de PCR en Tabla 10).

Tabla 10. Condiciones de PCR1 para la amplificacion del casete REP-amdS-REP y condiciones
de PCR2 para la amplificacién del fragmento interno del gen amdsS.

Paso del ciclo Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min 1
Desnaturalizacion 95°C 30s
Alineamiento 55°C 30s 30 ciclos
Extension 72°C 4 min
Extension final 72°C 10 min 1
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3.8. Construccion de librerias de mutantes de bg/1

Con el objetivo de la mejora genética de la enzima Bgl1 de M. thermophila C1, se
genero una libreria de mutantes del gen bg/1T mediante mutagénesis al azar. La técnica
utilizada fue la introduccion de mutaciones puntuales al azar en la secuencia del gen
mediante PCR propensa a error.

El gen bgl/1 clonado en pABC344 (Apartado 3.5.6.) se sometié a mutagénesis al
azar mediante amplificacion con PCR usando el kit de mutagénesis GeneMorph Il
EZClone Domain mutagenesis Kit (Agilent Technologies Inc.). La amplificacion
mutagénica se realizé usando los oligos 15-F y 15-R (Tabla 3). Estos oligonucledtidos
amplifican un fragmento de 2553 pb correspondiente a la secuencia del gen bgl1
excluyendo el péptido sefial y el codén de terminacion.

El sistema GeneMorph Il EZClone Domain Mutagenesis usa la técnica de
mutagénesis al azar mediante PCR propensa a errores que permite obtener diferentes
tasas de mutacion ajustando la cantidad de ADN molde (el plasmido pABC344) y los
ciclos de amplificacion usados durante el proceso. Con estas pautas se generaron dos
librerias de mutantes diferentes: la primera con un rango de frecuencia de mutacion
entre 0-1 mutaciones/kb (Libreria A) y la segunda con un rango de frecuencia de
mutacién entre 1-4,5 mutaciones/kb (Libreria B). La cantidad de ADN molde inicial fue
2 ug y 0,8 ug de pABC344 respectivamente para cada libreria. Las condiciones para la
reaccion de amplificacion fueron las indicadas en la Tabla 11.

Tabla 11. Condiciones de la PCR propensa a errores para generar las versiones mutadas de
bglf.

Paso del ciclo Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min 1
Desnaturalizacion 95°C 30s
Alineamiento 57°C 30s 30 ciclos
Extension 72°C 3 min
Extension final 72°C 10 min 1

Los productos de PCR correspondientes a versiones mutadas de bg/1 se
purificaron desde gel de agarosa como se describe en el Apartado 3.3.4. y se usaron a
su vez como oligonucledtidos (denominados megacebadores) en una segunda PCR
para amplificar el plasmido pABC344 completo usando las condiciones que se indican
en la Tabla 12.
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Tabla 12. Condiciones de PCR para la amplificacion del plasmido pABC344 completo utilizando
como oligonucledtidos las versiones mutadas del gen bg/1.

Paso del ciclo Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 1 min 1
Desnaturalizacién 95°C 50s
Alineamiento 60°C 50 s 25 ciclos
Extension 68°C 20,5 min

Tras la reaccion de amplificacion, conviven versiones del plasmido original, usado
como molde y la libreria de mutantes obtenida. Para eliminar cualquier resto de plasmido
original de la mezcla, se realizé una digestion con Dpnl (10 U/uL) durante 2 horas a 37
°C. Esta enzima Dpnl se caracteriza porque solo reconoce ADN metilado. EI ADN
utilizado como molde en esta reaccién esta metilado, ya que fue obtenido directamente
de E. coli, mientras que las versiones mutadas, obtenidas in vitro por amplificacién
mediante PCR, no lo estan. Por tanto, solo los plasmidos amplificados durante esta
segunda reacciéon de PCR permanecen tras la digestidon con esta enzima de restriccion.
En la Figura 24 se resumen los pasos principales del proceso descrito para la
generacion de librerias de mutantes mediante mutagénesis al azar.

Ambas librerias de mutantes se transformaron en células ultracompetentes E. coli
XL-10 Gold, tal y como se indica en el Apartado 3.4.1., consiguiendo un tamafio de
150.000 colonias para la libreria Ay 170.000 colonias para la libreria B (Tabla 13). Estas
colonias se conservaron en viales con glicerol al 20% a una densidad de 6000
colonias/mL para la posterior obtencion del ADN plasmidico. EI nuamero real de
mutaciones por gen obtenido para cada libreria se comprobd mediante secuenciacion
de una muestra de clones representativa de cada una. En concreto, para la libreria A se
obtuvo un rango de 0 a 2 mutaciones por gen y de 1 a 6 mutaciones por gen para la
libreria B. Estos valores representan el rango de frecuencia promedio para todos los
clones.
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1 1° PCR: Sintesis de megacebadores
X XX ox
E—
XX xx x
XXy
Amplificacién del gen bgl1 _ Versiones mutadas
usando PCR propensa a errores aeil gen bgi7 puriticadas
2 2° PCR: Amplificacion del plasmido completo
\
s XXX ox
XX oxx ox
X X X

Los productos de PCR mutados se
usan como megacebadores para
amplificar el plasmido completo

Plasmido original
(ADN molde)

3 Eliminacion del plasmido original sin mutar

La enzima de restriccion oy %

Dpnl digiere el ADN
plasmidico molde no
mutado

Mezcla de reacciéonde PCR donde
coexisten versiones del plasmido
original usado como molde
y la libreria de mutantes obtenida

Los plasmidos con mutaciones
en el gen blg71son transformados
en E. coli

Figura 24. Esquema del proceso seguido para la generacion de los bancos de mutantes
mediante mutagénesis al azar.

Tabla 13. Caracteristicas de las librerias de mutantes

ADN molde Frecuencia de Frecuencia de Eficiencia total
Libreria por reacciéon mutacién por Kb mutacién por (colonias/
(Mg) (tedrica)* gen (real) reaccion)
Libreria A 2 0-1 0-2 150.000
Libreria B 0,8 1-45 1-6 170.000

* Rango de frecuencia promedio de mutacion deseada
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3.9. Purificaciéon y conservacion de esporas de M. thermophila

Para facilitar el aislamiento de clones puros en los procesos de seleccion vy el
rescate del marcador se realizd la purificacion de esporas como se detalla en el
Apartado 3.9.1. Para su conservacion se procedié como se indica en el apartado 3.9.2.

3.9.1. Purificacién de esporas

Para la purificacion de esporas las cepas se dejaron crecer y esporular en placas
de medio definido durante 4-6 dias a 35 °C, con suplemento de uracilo y uridina en los
casos de cepas auxotrofas. Transcurridos esos dias se recogieron las esporas
anadiendo 3 mL de NaCl 0,9% sobre cada placa y recogiéndolas con ayuda de un asa
de siembra Digralsky. Seguidamente, se filtré el volumen recogido usando una jeringa
estéril con algodon, a modo de filtro, para obtener una suspension de esporas libre de
restos de micelio. Se sembraron diferentes diluciones (de 10 a 107) de las esporas
recuperadas y se plaquearon en el medio de seleccion adecuado con el fin de obtener
colonias aisladas para cuantificar la viabilidad y comprobar la ausencia de
contaminacion de la suspension.

3.9.2. Obtencion y conservacion de esporas

Para la obtencioén y conservacion de esporas de M. thermophila se sembraron las
cepas de interés en medio de esporulacion con suplemento de uracilo y uridina en los
casos de cepas auxétrofas. Si el material de partida son esporas congeladas, se deben
descongelar previamente en hielo y sembrar 200 uL por placa. Tras la incubacion a 35
°C durante 7-10 dias, se obtiene un crecimiento en césped de color blanquecino o
parduzco. Las esporas se recogieron afiadiendo 3 mL de solucion NaCl 0,9% + glicerol
20% a cada placa y rascando con un asa de siembra Digralsky procurando no levantar
particulas de micelio. Se recolectaron las esporas en un tubo Falcon estéril mezclando
adecuadamente. El volumen total recogido se repartié en alicuotas de 1 mL en crioviales
de conservacion de 2 mL. Por ultimo, se congelaron y almacenaron en el ultracongelador
de -80°C.

Para comprobar la viabilidad y la pureza (ausencia de contaminacion) de las
esporas recolectadas se realiz6 un test de viabilidad y un test de pureza.

3.9.2.1. Test de viabilidad de esporas

Se prepararon diluciones seriadas en un volumen final de 1 mL de solucién NaCl
0,9% a partir del stock de esporas a analizar. Se sembraron 100 pL de las diluciones 10
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3,10*y 10 en placas con medio de esporulacién, con suplemento de uracilo y uridina
en los casos de cepas auxotrofas. Se incubaron a 35 °C durante 5-6 dias hasta la
aparicion de colonias aisladas. El calculo del numero de viables se hizo de acuerdo con
la siguiente férmula:

N° viables (cfu / mL) = (n° de colonias * FD) / V (mL)
FD= factor de dilucion
V= volumen plaqueado (en mL)

El nimero de esporas viables debe de estar entre 107 y 108 cfu/mL.

3.9.2.2. Test de pureza de esporas

Se sembraron 100 uL de la suspension de esporas y de las diluciones 10"y 102
en placas de TSA (30 g/L TSB, Tripticase Soy Broth, Merck, 15 g/L agar) y se incubaron
a 37°C durante 1-3 dias. Se revisaron las placas cada 24 horas para descartar la
presencia de colonias contaminantes (bacterias y/o levaduras).

3.10. Produccion del céctel enzimatico

La produccién del coctel enzimatico de M. thermophila se puede realizar a
distintas escalas, microplaca o matraz, obteniendo distintas concentraciones de este.
Para ello se optimizaron las condiciones de produccion a partir de lo descrito en Verdoes
y col., 2007 y Visser y col., 2011, usando el desarrollo llevado a cabo por la plataforma
industrial para enzimas industriales de M. thermophila C1 por Dyadic Netherlands. La
produccion para cada caso se detalla en los siguientes apartados.

3.10.1. Fermentacion en microplaca

La produccion de coctel enzimatico a escala microplaca se realizé segun lo
descrito en la patente Emalfarb y col., 2014 y se realizé en dos etapas o fases de cultivo:
fase de crecimiento y fase de produccion.

- Fase de crecimiento: se transfirieron colonias aisladas de transformantes de M.
thermophila a microplacas estériles de 96 pocillos (una colonia por pocillo)
conteniendo 220 uL de medio de crecimiento en cada pocillo. Las microplacas se
incubaron a 35 °C y 800 rpm durante 72 h. Para minimizar la evaporacion del
medio de cultivo durante la incubacion de las placas, los pocillos del borde de la
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placa no se inocularon y las placas se introdujeron en bolsas de plastico auto-
sellables.

- Fase de produccién: de los cultivos de crecimiento obtenidos de acuerdo con lo
descrito anteriormente se transfirieron 5 pL de cada pocillo a microplacas nuevas
estériles conteniendo 220 uL de medio de produccion en cada pocillo. Para
asegurar una transferencia homogénea de los indculos se resuspendieron bien
las muestras pipeteando varias veces arriba y abajo. Al igual que en la fase de
crecimiento, los pocillos del borde de la placa no se inocularon y las placas se
introdujeron en bolsas de plastico auto-sellables. Estas se incubaron a 35 °C y 800
rpm durante 96 h. Transcurrido ese tiempo, las placas se centrifugaron a 4° C
durante 10 min y 1800 g y se recuper6 el sobrenadante (aprox. 100 uL) que
contiene el coctel enzimatico producido.

3.10.2. Fermentacién en matraz

La produccion de coctel enzimatico a escala matraz, al igual que en microplaca,
se realiz6é en dos etapas o fases de cultivo: fase de crecimiento y fase de produccion.
Igualmente se llevd a cabo en dos etapas con modificaciones del protocolo establecido
en la patente Emalfarb y col., 2006.

- Fase de crecimiento: se partio de 100 yL de una solucion de esporas o de una
colonia crecida en placa para inocular un matraz de 100 mL que contiene 20 mL de
medio de crecimiento. Se incubd durante 48 horas a 35 °C y 250 rpm hasta que el
cultivo adquirié un aspecto de compota.

- Fase de produccion: transcurrido ese tiempo, se inocularon 2 mL del cultivo
obtenido de acuerdo con lo descrito anteriormente en un matraz de 250 mL que
contenia 40 mL de medio de produccion. Este paso se realizé utilizando una pipeta
de 1 mL de capacidad con puntas cortadas y esterilizadas. Previamente, se
homogeneizd con esta pipeta el cultivo para asegurar que se inoculaba la misma
cantidad en todos los matraces. Estos matraces se incubaron a 35 °C y 250 rpm
durante 5 dias. El coctel enzimatico se obtuvo recuperando el sobrenadante tras
centrifugacion a 2500 rpm durante 10 min.

3.11. Cuantificacién de proteina y analisis del coctel enzimatico

El coctel enzimatico se encuentra en el sobrenadante de las producciones tanto
a escala microplaca como matraz (Apartado 3.10.) puesto que todas las enzimas de
interés son secretadas al medio. Los métodos utilizados para cuantificar la
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concentracion de proteinas y su analisis mediante SDS-PAGE se describen a
continuacion.

3.11.1. Cuantificacién de la concentracion de proteinas

La determinacion de la concentracién proteica se llevd a cabo mediante el uso del
kit BCA (Applichem) y el kit Compat-Able Protein Assay Preparation Reagent Set
(Thermo Scientific) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante.

3.11.2. Anadlisis de proteinas mediante SDS-PAGE

La electroforesis en condiciones desnaturalizantes se realiz6 en geles de
poliacrilamida MiniProtean (BioRad) al 7,5% o 12% en presencia de SDS (250 mM Tris-
HCI, 930 mM glicina, 1% SDS). Las muestras se mezclaron con tampén de carga 4X
(0,5 M Tris-HCI pH 6.8, 5% B-mercaptoetanol, 2% SDS, 20% v/v Glicerol, 0,02% Azul
de bromofenol) y fueron hervidas a 100 °C durante 5 min para la completa
desnaturalizacion de las proteinas. Se aplicé un amperaje de 20 mA por gel durante 50
minutos a temperatura ambiente. La tincion se desarrolld sumergiendo el gel
en Coomassie Brilliant Blue (1% Coomassie Brilliant Blue, 20% etanol y 10% acido
acético glacial) durante 30 minutos en agitacion suave. Para destefir se utilizd una
solucion con 20% de etanol y 10% de acido acético glacial durante aproximadamente 2
horas hasta la completa visualizacién de las bandas.

3.11.3. Electroforesis bidimensional de proteinas

La electroforesis bidimensional es una técnica capaz de separar proteinas de
mezclas procedentes de muestras bioldgicas en dos dimensiones ortogonales,
obteniendo un patrén que permite identificarlas y comparar diferentes condiciones de
produccion o cepas. Para ello se realizan dos separaciones sucesivas. En la primera las
proteinas se separan en funcion de sus puntos isoeléctricos mediante isoelectroenfoque
y, posteriormente, estas proteinas separadas por carga se separan en funcion de su
tamafo girando 90° el campo de separacion

3.11.3.1. Primera dimension: Isoelectroenfoque (IEF)

El isoelectroenfoque permite separar las proteinas en funcion de su punto
isoeléctrico al someterlas a la accion de un campo eléctrico en un gradiente de pH
estabilizado fisicamente en un gel de acrilamida.
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En primer lugar, las muestras se dializaron con tampoén fosfato sédico 10 mM pH
7.0 y se concentraron con centricones de 10 kDa (Vivaspin 20, Sartorius) con el fin de
reducir el contenido de sales y otras impurezas.

Para las muestras de coctel se cargaron 100 ug mas 125 pyL de tampdn de
rehidrataciéon (Urea 8 M, DTT 7,7 g/L, CHAPS 40 g/L, anfolitos BioLyte® 3/10 100x, azul
de bromofenol 0,002%). La mezcla se introdujo en una de las calles del sistema
PROTEAN® 112™ |EF (Bio-Rad) donde se colocé a continuacion una tira ReadyStrip™
de IPG (Bio-Rad) de 7 cm con pH 4-7. Para evitar la evaporacion se afiadieron 4 mL de
aceite mineral y se colocaron unos peines a ambos lados de las tiras para evitar el
movimiento. Para favorecer la absorcion de las proteinas de mayor peso molecular se
llevé a cabo una rehidratacion de la tira activa. Para ello se pasé un voltaje suave de 50
V durante 12h a temperatura ambiente. A continuacion, se comenzo el IEF donde se
utilizé un gradiente con un rangode pHde 4 a 7.

3.11.3.2. Equilibrado de tiras

Una vez transcurrido el IEF se procedio al equilibrado de las tiras de IPG para
reducir y alquilar todo puente disulfuro que pueda quedar oxidado y sustituir los
detergentes no-idnicos por SDS para que la segunda dimension pueda tener lugar. Para
ello se coloco la tira en el soporte para tal fin de Biorad y se sumergio dicha tira en 2,5
mL de la solucién de equilibrado | (Urea 6 M, SDS 0,4%, Glicerol 20%, TrisHCI 250 mM
pH 8.8, DTT 20 g/L) durante 10 minutos. A continuacion, se descart6 la solucién de
equilibrado | y se sumergié la tira en 2,5 mL de solucién de equilibrado Il (Urea 6 M,
SDS 0,4%, Glicerol 20% (v/v), TrisHCI 250 mM pH 8.8, lodoacetamida 25 g/L) durante
10 minutos. Por ultimo, se realizé un lavado de la tira en tampdn de electroforesis con
SDS durante 10 minutos.

3.11.3.3. Segunda dimensién: Electroforesis (SDS-PAGE)

En la segunda dimension se separan las proteinas en base a su masa molecular
mediante electroforesis en gel SDS-PAGE. Esta se realizé tras el equilibrado de las tiras
utilizando geles de acrilamida Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels for 2-D
Electrophoresis (Biorad). Se cargaron 8 uL de marcador Broad-Range SDS-PAGE
Standards aplicados en un papel de filtro Whatman e insertado en el pocillo. Para sellar
el pocillo se utilizd una solucion de agarosa al 0,8% con azul de bromofenol para
visualizar el frente. Se aplicé un amperaje de 20 mA por gel durante aproximadamente
50 minutos a temperatura ambiente.
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3.11.3.4. Tincidn

La tincion se llevd a cabo sumergiendo el gel en Coomassie Brilliant Blue
(Coomassie Brilliant Blue 1%, etanol 20% y acido acético glacial 10%) durante 30
minutos en agitacién suave en un agitador orbital (Multritron Il). Para destenir se utilizd
una solucién de decoloracion (etanol 20% y acido acético glacial 10%) durante
aproximadamente 2 horas hasta la completa visualizacién de las bandas.

3.12. Hidroélisis enzimatica

La biomasa lignocelulésica utilizada para las hidrdlisis enzimaticas fue rastrojo de maiz
pretratado (pretreated corn stover, PCS) procedente de la planta piloto de Abengoa
Bioenergy de York (Nebraska, USA). Este material fue obtenido mediante
pretratamiento de la biomasa molida mediante acido sulfurico diluido y explosion con
vapor, siguiendo el procedimiento descrito por Alcantara y col., 2016.

3.12.1. Hidrolisis enzimatica de producciones a escala microplaca

Para el analisis de la liberacién de azucares fermentables de M. thermophila CA1
a escala microplaca se llevé a cabo una hidrdlisis de biomasa, también denominada
sacarificacion, utilizando el céctel enzimatico producido por la cepa en cuestion
(obtenido como se indica en el Apartado 3.10.1.). Como sustrato para esta hidrdlisis se
empleo biomasa pretratada de maiz, PCS.

Con objeto de su uso en la hidrdlisis, la biomasa fue neutralizada con NaOH 2 M
ajustandose a un pH de 5.5, se congeld y se liofilizé durante 48 h en un liofilizador
LyoQuest (Telstar). Tras este tiempo la biomasa se molié con un tamafo de particula
de 250 uym y los sdlidos totales de la biomasa se analizaron mediante una balanza de
humedad (Sartorius MA35). Para el proceso de hidrdlisis enzimatica se suspendi6 la
biomasa molida a una concentracion final de 100 g/L en tampén citrato sédico (0,1 M
citrato sodico, 0,052% Azida sddica a pH 5,0 ajustado con NaOH 2M) en un agitador
magnético durante 30 minutos, se ajusté el pH a 5.0 y se mantuvo en agitacién otros 30
minutos adicionales.

Para el proceso de hidrdlisis enzimatica se transfirieron 25 uL de las muestras del
céctel enzimatico a ensayar a microplacas estériles de 96 pocillos conteniendo 75 L de
la suspension de biomasa preparada de acuerdo con el apartado anterior. Las
microplacas se incubaron a 50 °C y 850 rpm durante 72 h en un incubador orbital
(Multritron Il). Para minimizar la evaporacion de la mezcla durante la incubacion de las
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placas, los pocillos del borde de la placa no se utilizaron. Las placas se cubrieron con
laminas adhesivas de aluminio (Adhesive Foil for 96 Well Plate, VWR) y se introdujeron
en bolsas de plastico auto-sellables. Transcurrido el periodo de incubacién se transfirid
la mezcla de sacarificaciéon a microplacas con filtro (AcroPrep 96 Filter Plate 0,45 pym
GHP, Pall-Life Science) y se centrifugaron 1 min a 1800 g y 4 °C. El sobrenadante
obtenido, que contenia los azucares liberados tras el proceso de sacarificacion, se utilizé
para determinar la concentracion de glucosa de cada muestra por el método GOPOD.

3.12.1.1. Determinacién de la concentracion de glucosa por el método de la glucosa

oxidasa/peroxidasa

Para la determinacion de la concentracion de glucosa en disoluciones en
microplaca se siguié el método colorimétrico de la glucosa oxidasa/peroxidasa con el kit
GOPOD (Megazyme). Para ello se mezclaron en cada pocillo de una microplaca 280 uL
de reactivo GOPOD y 20 uL del sobrenadante obtenido tras el proceso de sacarificacion
en microplaca (Apartado 3.12.1). Como control se utilizaron las muestras de referencia
patron de glucosa 0,25 g/L y 0,5 g/L suministradas con el kit. Estas placas se incubaron
durante 20 min a 50 °C y se ley6 la absorbancia a 510 nm. El célculo de la concentracion
de glucosa se calculd por interpolacion de la absorbancia de los estandares de glucosa.

3.12.2. Hidrolisis enzimatica de producciones a escala matraz

Para el analisis de la liberacién de azucares fermentables de M. thermophila CA1
a escala matraz se llevé a cabo una hidrdlisis de biomasa utilizando el coctel enzimatico
producido por la cepa en cuestion (obtenido como se indica en el Apartado 3.10.2.).
Como sustrato para esta hidrdlisis se empled biomasa pretratada de maiz, PCS.

Con objeto de su uso en la hidrdlisis, la biomasa fue previamente neutralizada,
aunque a esta escala se usd sin moler, liofilizar ni tamponar para reproducir mas
fielmente el proceso industrial. Para el proceso de hidrdlisis enzimatica se usaron
frascos ISO de 100 mL con 20 g de la mezcla de biomasa al 20% (p/p) de solidos totales
y suplementada con 12 mg de proteina del céctel procedente de la cepa en cuestion por
g de glucano. Los frascos con la mezcla se incubaron durante 72 h a 50 °C con una
agitacion de 150 rpm en un incubador orbital (Multitron Il). Una vez realizado el proceso,
el contenido de glucosa en las muestras resultantes del hidrolizado (slurry) se analizé
mediante cromatografia liquida de alta resolucion, HPLC (Agilent Tecnologies, 1200
Series), usando una columna Aminex HPX-87 H de 300 mm x 7,8 mm con un tamano
de particula de 9 um (BioRad, California, EE.UU.). Los analisis se realizaron a 60 °C en
condiciones isocraticas con H2S04 5 mM como fase mévil a una velocidad de flujo de 0,6
mL/min con un volumen de inyeccion de 20 pL. Los carbohidratos (glucosa, xilosa y
arabinosa) se analizaron usando un detector de indice de refraccion (DIR).
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3.13. Ensayos enzimaticos

La medida de las actividades enzimaticas se realiz6 sobre las mezclas
enzimaticas producidas a escala microplaca, obtenidas como se describe en el Apartado
3.10.1.) o a escala matraz, obtenidas como se describe en el Apartado 3.10.2.

3.13.1. Determinacion de actividad B-glucosidasa (BGL)

La determinacién de la actividad B-glucosidasa (BGL) de una muestra problema
(enzima o mezcla enzimatica) se basa en la determinacion colorimétrica de p—nitrofenol
liberado por accion catalitica de la enzima 3 -glucosidasa sobre el sustrato p-nitrofenil-
B-D-glucopirandsido (pNGP, Sigma). pNGP es un sustrato analogo susceptible de ser
hidrolizado por la enzima B-glucosidasa.

Este ensayo puede realizarse a escala de microplaca o microtubo.

La determinacion de la actividad B-glucosidasa se realizé sobre muestras de
cocteles enzimaticos obtenidos como se indica en el Apartado 3.10. Las condiciones
estandar del ensayo fueron a 50 °C y pH 5,0. La concentracion de sustrato durante el
ensayo fue de 0,1 g/L de pNGP.

- Escala _de microplaca: En microplacas de 96 pocillos se mezclaron 50 uL de
muestra enzimatica, diluida previamente en agua destilada hasta la zona lineal del
ensayo, con 50 pL de sustrato pNGP 0,2 g/L preparado en tampdn sodio acetato
100 mM pH 5,0. Las muestras, preparadas por duplicado, se incubaron a 50 °C
durante 10 min en un termobloque (Thermomixer Comfort, Eppendorf). Se
incluyeron muestras control a las que se adicioné agua en lugar de muestra
enzimatica y se sometieron al mismo procedimiento. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se detuvo la reaccion con 100 uyL de carbonato soédico 1 M.
Finalmente, se evalud la absorbancia a una longitud de onda de 410 nm en un
lector de placas (UVM340, Asys).

- Escala microtubo: En microtubos de 1,5 mL (Eppendorf) se mezclaron 250 pL de
muestra enzimatica, diluida previamente en agua destilada hasta la zona lineal del
ensayo, con 250 uL de sustrato pNGP 0,2 g/L preparado en tampon sodio acetato
200 mM pH 5,0. Las muestras, preparadas por duplicado, se incubaron a 50 °C
durante 10 min en un termobloque (Thermomixer Comfort, Eppendorf) junto a
controles a los que se adiciond agua en lugar de muestra enzimatica. Transcurrido
el tiempo de incubacion, se detuvo la reaccién con 500 uL de carbonato sédico 1
M. Finalmente, se evalud la absorbancia a una longitud de onda de 410 nm en el
eespectrofotémetro (Genesys 6, Thermo Scientific).
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En ambos casos los resultados de actividad enzimatica se expresaron en
unidades por mL de muestra (U/mL) aplicando la siguiente formula:

Actividad BGL (U/mL) =[ (Abs-BC) *DE *FD *10%] /[ € * | * {]
Donde:
Abs-BC = absorbancia corregida para el blanco.

DE = dilucién de la muestra problema al final del ensayo. Viene dado por
el cociente VF/VE donde VF es el volumen final de la dilucién y VE es el
volumen de muestra problema en la mezcla de ensayo

FD = factor de dilucion de la enzima previa al ensayo.
€ = coeficiente de extincidon molar del nitrofenol = 15200 M' cm™".

| = paso de luz. En el ensayo en microtubo viene dado por la anchura de la
cubeta

t=1 cm. En el ensayo en microplaca viene dado por el cociente VF/300.

3.13.2. Ensayo de actividad con céctel minimo de M. thermophila C1

El coctel minimo (CM) consiste en una mezcla de varias enzimas clave purificadas
que permite emular la liberacion de glucosa en hidrdlisis de biomasa lignoceluldsica
mediada por el céctel completo secretado por M. thermophila C1 de manera
simplificada. Este coctel fue optimizado y puesto a punto por el grupo de Bioquimica de
Abengoa Bioenergia Nuevas Tecnologias (Benitez y col., 2017) y esta compuesto por
las cuatro celulasas principales: Bgl1, Cbh1, Cbh4 y Eg2.

La dosis utilizada de cada enzima para degradar el sustrato PCS se detalla en la
Tabla 14. Estas dosificaciones estan basadas en las cuantificaciones de estas enzimas
en el coctel nativo y estan ajustadas a las proporciones éptimas. La dosis total fue de
8,64 mg/g.

Tabla 14. Dosificacion de las celulasas componentes del coctel minimo expresada en miligramos
de proteina por gramo de glucano (mg/g).

Céctel minimo (CM) Dosis por enzima (mg/g)
Eg2 2,27
Cbh1 3,99
Cbh4 1,30
Bgl1 1,08
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Con objeto de valorar la calidad de un cdctel enzimatico con y sin Eg6, se llevaron
a cabo hidrolisis de PCS con el CM en dos ensayos:

- Suplementacion de Eg6 en el CM

La enzima purificada Eg6 se suplementd, a una dosis de 2 mg/g, en el CM con
dosis 8,64 mg/g. Esta muestra estaba a una dosis final de 10,64 mg/g. Como
control se uso el céctel minimo sin suplementar, compensando la dosis de las
demas enzimas para alcanzar la misma dosis final de 10,64 mg/g que la muestra.
La compensacion se hizo de manera proporcional manteniendo los porcentajes
de representacion de cada enzima.

-  Reemplazo de Eg2 por la enzima Eg6 en el coctel minimo

Se reemplazé la dosis de la enzima Eg2 (2,27 mg/g) por la misma dosis de la
enzima Eg6. Como control se utilizé el CM establecido conteniendo Eg2. Ambas
muestras a la dosis final definida de 8,64 mg/g. En ambos ensayos se realizd
una hidrdlisis de biomasa molida con PCS siguiendo el protocolo descrito en el
Apartado 3.12.2.

3.13.3. Determinacion de actividad de transglicosilacion

Para la determinacion de la actividad de transglicosilacion de la enzima B-
glucosidasa 1 se establecié un ensayo indirecto de actividad que permitia estimar la
capacidad de transglicosilacion de la misma. Este ensayo consistia en la medida de la
actividad hidrolitica de la enzima B-glucosidasa sobre pNGP 0,1 g/L, como se detalla en
el Apartado 3.13.1. en presencia y ausencia de celobiosa 5,5 mM. La celobiosa, ademas
de sustrato para la accion hidrolitica de las B-glucosidasas, es aceptor preferencial en
la actividad transglicosilasa de la enzima (Bohiln y col., 2013). Este ensayo puede
realizarse igualmente a escala de microplaca o microtubo.

Para la determinacién del comportamiento transglicosilante a concentraciones
crecientes de celobiosa, se establecio el mismo ensayo indirecto de medida de actividad
BGL sobre pNGP y se utilizaron concentraciones de celobiosa de 0 a 15 mM.

Para la determinacion de formacion real de oligdmeros (glucosa, celobiosa y/o
celotriosa), se llevd a cabo una reaccion en un volumen final de 1 mL conteniendo
celobiosa 138 mM (50 g/L), tampdn de acetato sédico 100 mM pH 5.0 y 0,1 U (actividad
de la celobiosa) de enzima. Estas mezclas se incubaron a 50 °C durante 24 horas. Las
reacciones se detuvieron tras 24 horas de incubacion mediante la adicion de 100 ug de
carbonato a las mezclas de reaccidn. Para analizar los tiempos de retencion y el pico de
las areas obtenidas, estas mezclas se analizaron mediante HPLC (Agilent Technologies,
1200 Series) usando un detector del indice de refraccion (DIR) y una columna Aminex
HPX-87 H.
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4, RESULTADOS

4.1. Eliminacién de enzimas no contributivas en la cepa AB2

M. thermophila se caracteriza por secretar una amplia variedad de enzimas
celuloliticas al medio de cultivo. Sin embargo, en las condiciones industriales de
hidrdlisis de biomasa sdélo unas pocas enzimas van a ser capaces de contribuir a la
eficiencia del proceso. Por tanto, no es deseable la produccion de enzimas redundantes
0 con poca actividad que disminuyan la produccién de las que si lo son (Introduccion,
Apartado 1.8.1.).

En el céctel enzimatico producido por AB2 existen enzimas no contributivas que
pueden ser: (1) enzimas celuloliticas redundantes con rangos de temperatura y pH
optimos fuera de las condiciones industriales o (2) enzimas no celuloliticas que
disminuyen la proporcion en la que se producen las enzimas mas eficientes o
contributivas. Con la eliminacion de estas enzimas o actividades, la eficiencia de
hidrdlisis enzimatica aumentaria al contar con mayor representacion de las enzimas
contributivas. Con esta premisa, se decidié generar una cepa capaz de expresar un
coctel en el cual predominen las enzimas mas eficientes en el proceso de hidrdlisis
eliminando aquellas que son redundantes o ineficientes. Las candidatas fueron dos
enzimas muy representadas en el coctel enzimatico, la enzima no celulolitica quitinasa
2 (Chi2) carente de actividad para la hidrdlisis de biomasa lignoceluldsica y la enzima
celulolitica endoglucanasa 6 (Eg6), abundante en el coctel, pero poco eficiente.

La técnica utilizada para ambas deleciones fue el uso del casete de delecion
basada en el intercambio del gen por un casete conteniendo el marcador de seleccion
reciclable amdS mediante recombinacion homéloga (Introduccién, Apartado 1.8.1.).
Este marcador se encuentra flanqueado por fragmentos aguas arriba y abajo del gen
objeto de delecién que permiten la recombinacion homaologa con el genoma de la célula
huésped y contiene secuencias REP que permiten el reciclado del marcador, como se
detalla en el Apartado 3.5.5. de Materiales y Métodos.

4.1.1. Eliminaciéon de la enzima no celulolitica quitinasa 2

Las quitinasas son enzimas no celuloliticas capaces de hidrolizar el carbohidrato
quitina, uno de los polimeros naturales mas abundantes después de la celulosa, en sus
componentes oligo y monoméricos. Sin embargo, esta enzima carece de actividad para
la hidrdlisis de biomasa lignocelulésica pretratada y, por tanto, no es necesaria para la
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aplicacion industrial del coctel enzimatico a la produccion de etanol de segunda
generacion.

La composicion del coctel secretado por la cepa AB2 ha sido caracterizada en
trabajos previos de nuestro laboratorio mediante la identificacion y purificacion de las
enzimas principales, asi como caracterizacion del conjunto del secretoma mediante
huella peptidica tanto a partir de bandas de electroforesis SDS-PAGE como
bidimiensionales (Benitez, 2017) y mediante analisis LC-MS/MS (Reyes-Sosa y col.,
2017). En base a estos estudios se conocia que la quitinasa 2 (Chi2) tiene una
representacion de aproximadamente un 9 % en la composicion de enzimas secretada
por la cepa AB2 (Figura 25). No obstante, su presencia puede provocar la disminucion
de la calidad del céctel enzimatico. Idealmente, la eliminacién de esta enzima
improductiva con significativa presencia extracelular daria lugar a un incremento de la
concentraciéon de las enzimas productivas al redistribuirse la capacidad productiva del
organismo, lo que conllevaria a su vez a una mayor calidad del céctel celulolitico.

En base a esta hipotesis se decidio realizar la delecién del gen chi2 que codifica
para la enzima quitinasa 2.
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Figura 25. Fotografia de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 7,5%) donde se
muestran las celulasas presentes en la composicion enzimatica secretada por la cepa AB2 que
contiene la enzima Chi2 en fermentacion de 30 L. Carril 1: Marcador de peso molecular; Carril 2:
composiciéon enzimatica con Chi2. La flecha indica la banda de proteina que corresponde a la
enzima Chi2.
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4.1.1.1. Delecidén del gen chi2

En primer lugar se llevé a cabo la identificacion de la secuencia del gen chi2 y su
entorno genético en el genoma de M. thermophila mediante la busqueda de la secuencia
del gen en la base de datos JGI (http://genome.jgi.doe.gov/). El nimero de acceso del
gen chi2 en NCBI es Gl_367028749 NC_016474.1. Una vez localizado se anotaron las
secuencias aguas arriba y abajo de este gen para poder generar la construccion del
plasmido necesario para la delecibn como se describe en el Apartado 3.5.5.2. de
Materiales y Métodos. Con esta construccion se realizaron multiples transformaciones
de la cepa AB2 para la obtencion de transformantes delecionados chi2 (Achi2) por el
meétodo de transformacion de protoplastos siguiendo el procedimiento descrito en el
Apartado 3.4.2. de Materiales y Métodos.

4.1.1.2. Escrutinio vy seleccidn de mutantes delecionados chi2

El escrutinio se hizo mediante seleccion en medio con acetamida y el posterior
analisis genético de cada transformante seleccionado, tal y como se describe en el
Apartado 3.6.1. de Materiales y Métodos.

Se analizaron un total de 2300 transformantes de los cuales dos presentaron los
resultados esperados para las distintas PCR, el clon 2223 y el 2225, tal y como se
muestra en la Figura 26. Los resultados mostrados en esta figura indican el correcto
reemplazo del gen chi2 por el marcador de seleccion amdsS.

Es importante senalar que la mayoria de los fragmentos se integran por
recombinacion no homdéloga al azar en el genoma y sélo un pequefio porcentaje, en
torno al 1-2 %, lo hace por recombinacién homdloga (Visser y col, 2011).
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A
Achi2 chi2+
PCR 1 3,2 kb No amplifica
PCR 2 3,1 kb No amplifica
PCR 3 No amplifica 350 pb
B
PCR 1 PCR 2 PCR 3
M Achi2 Achi2  chi2+ H,0 M Achi2  Achi2  chi2+ H,0 M Achi2 Achi2  chi2+ H,0
(2223) (2225) (2223) (2225) (2223) (2225)
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Figura 26. Analisis genético mediante PCR de los transformantes delecionados de chi2 (Achi2).
A) Resultados esperados para las distintas PCR en la seleccion de transformantes delecionados.
Se indica el tamafio esperado para cada PCR. B) PCR1, amplificacién del extremo 5
(amplificacion positiva para Achi2). PCR 2, amplificacion del extremo 3’ (amplificacion positiva
para Achi2). PCR 3, amplificacion del fragmento interno del gen chi2 (amplificacion negativa para
Achi2). Achi2: transformante con el gen chi2 delecionado. chi2+: cepa sin modificar que contiene
el gen chi2, control de la reaccion. M: marcador DNA ladder 1Kb. Las flechas en rojo indican la
banda esperada para cada PCR. Para detalles adicionales ver Apartado 3.6.1 de Materiales y
Métodos.

4.1.1.3. Evaluacion del céctel enzimatico producido por AB2 Achi2

Con el fin de confirmar la ausencia de la proteina Chi2 en el céctel enzimatico
producido por AB2 Achi2 se realiz6 una electroforesis en gel de acrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Para ello se utilizaron los cécteles
enzimaticos producidos a escala matraz por las dos cepas seleccionadas AB2 Achi2
(clon 2223 y 2225) y su cepa parental AB2 Achi2 siguiendo el procedimiento descrito en
el Apartado 3.11.2 de Materiales y Métodos. Como se observa en la Figura 27, se
confirma la ausencia de la proteina Chi2 en el céctel enzimatico producido por ambos
clones seleccionados de la cepa AB2 Achi2, o que indica que la delecion es correcta y
refuerza los resultados del analisis genético realizado anteriormente.
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Figura 27. Fotografia de la electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 7,5%) de la
composicién enzimatica de los transformantes seleccionados AB2 Achi2 (2223 y 2225) y de su
cepa parental AB2 (control). Las tres son producciones enzimaticas de fermentaciones en
matraz. Carril 1 y 2: AB2; Carril 2 'y 3: AB2 Achi2 (2223); Carril 4 y 5: AB2 Achi2 (2225). Carril 7:
Marcador de peso molecular. La flecha indica el tamafio donde debe aparecer la banda de
proteina que corresponde a la enzima Chi2.

4.1.1.4. Hidrdlisis enzimatica de los clones seleccionados AB2 Achi2

Con el objetivo de comprobar si la deleciéon del gen chi2 se traducia en una
mejora del rendimiento de hidrdlisis y estos transformantes delecionados conseguian
liberar una mayor cantidad de azucares fermentables que su cepa parental, se llevé a
cabo una hidrdlisis enzimatica sobre PCS y se analizé la glucosa liberada a 72 h como
se describe en el Apartado 3.13.1. de Materiales y Métodos. Ambos clones AB2 Achi2
seleccionados presentan practicamente la misma capacidad de sacarificacion con
respecto a su cepa parental AB2, en torno a 60 g/Kg de glucosa liberada (Figura 28).
Esta delecion no parece ser perjudicial para la secrecidén de otras proteinas ni para la
actividad de hidrdlisis, pero no se puede concluir un resultado claro sobre el efecto
positivo en el rendimiento de hidrdlisis a esta escala.
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Figura 28. Evaluacion de la hidrdlisis de PCS por el céctel enzimatico Achi2 obtenido a partir de
fermentacion en matraz. Se representa la concentracion de glucosa liberada (g/Kg de
hidrolizado) a tiempo final 72 h. Se compara la actividad del coctel enzimatico producido por
transformantes delecionados de AB2 que no expresan el gen de la quitinasa 2 (AB2 Achi2 clon
2223 y AB2 Achi2 clon 2225) y el producido por la cepa parental AB2. Los datos son la media de
dos repeticiones.

Con el mismo fin, se hizo una hidrdlisis enzimatica utilizando cécteles enzimaticos
producidos en fermentador de 30 L (facilitadas por el laboratorio de bioquimica de
Abengoa Bioenergia Nuevas Tecnologias) tanto de la cepa delecionada, AB2 Achi2
como de su cepa parental. A esta escala solo se analizd el clon 2223 de la cepa
delecionada ya que ambos daban resultados muy similares a escala matraz (Figura 29).
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Figura 29. Evaluacién de la hidrélisis de PCS por el coctel enzimatico Achi2 producido en
fermentador 30 L. Se representa la concentracion de glucosa liberada (g/Kg de hidrolizado) a
tiempo final 72 h. Se compara la actividad del céctel enzimatico producido por el transformante
seleccionado AB2 Achi2 clon 2223 que no expresa el gen quitinasa 2 y el producido por la cepa
parental AB2. Los datos son la media de dos repeticiones.
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Como se observa en la Figura 29, la cepa AB2 Achi2 (2223) es capaz de liberar
en torno a 10 g/kg mas de glucosa que la cepa parental conteniendo la enzima ChiZ2.
Por tanto, la ausencia de esta enzima en el coctel enzimatico parece beneficiar al
rendimiento de hidrdlisis enzimatica de biomasa.

Con los mismos cocteles enzimaticos se llevo a cabo una electroforesis en gel de
acrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) para comparar el perfil
proteico de ambas cepas, con y sin la enzima Chi2 (Figura 30). En la cepa AB2 Achi2
se observa de nuevo la ausencia de la banda correspondiente a la proteina Chi2. Cabe
destacar que la cantidad de Chi2 producida a esta escala es superior a la producida a
escala de fermentacion en matraz y, por tanto, la mejora tras eliminar la proteina Chi2
se ve claramente traducida en la mayor capacidad de liberacion de glucosa en
comparacion con el resultado obtenido a escala matraz.

M
(kDa) AB2Achi2 AB2

Chi2

Figura 30. Perfil de proteinas de la cepa delecionada AB2 Achi2 y su cepa parental AB2 de
producciones en fermentador de 30L (SDS-PAGE 7,5%). Carril 1: Marcador de peso molecular;
Carril 2: composicion enzimatica sin Chi2 (AB2 Achi2); Carril 3: composiciéon enzimatica con Chi2
(AB2). La flecha indica la banda de proteina correspondiente a la enzima quitinasa 2.

4.1.1.5. Eliminacion del marcador en AB2 Achi2

Como ya se avanzé en la Introduccién (Apartado 1.8.1.), el gen amdS es un
marcador de seleccion bidireccional y reciclable. Permite la reutilizacion del marcador
en varios eventos de delecidon consecutivos. Por tanto, para poder reutilizarlo en un
nuevo proceso de delecion se requiere su eliminacion mediante contraseleccion con
fluoroacetamida.
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El marcador amdS, ademas de su posible seleccidn positiva en medio minimo
con acetamida para seleccionar su presencia, también permite su seleccién negativa
(contraseleccion) para probar su pérdida o ausencia. Esto es posible mediante el cultivo
en medio conteniendo fluoroacetamida. Si el gen amdS se expresa, la fluoroacetamida
es convertida por la acetamidasa en el compuesto toxico fluoracetato provocando la
muerte celular. Este método se desarrolld6 como se indica en el Apartado 3.7. de
Materiales y Métodos y permitié la seleccion de aquellos clones que habian perdido el
marcador de seleccion para el reciclaje de este y su posible reutilizacién en la misma
cepa (Figura 31).

Una vez seleccionados estos clones, se confirmé la pérdida del gen marcador
amdS mediante test nutricional y por PCR como se detalla también en el Apartado 3.7.
El resultado obtenido se muestra en la Figura 32.

Medio con fluoroacetamida Medio con acetamida

Figura 31. Contraseleccion del marcador amdS. A) Cultivo en placa de los clones AB2 Achi2 en
medio con fluoroacetamida para seleccionar aquellos clones que han perdido el gen amdS
(crecen en presencia de fluoroacetamida). B) Cultivo en placa de los clones AB2 Achi2 en medio
con acetamida. Control de confirmacién de los seleccionados en (A) los cuales no deben crecer
con acetamida como Unica fuente de carbono. La flecha indica un ejemplo de clon candidato de
haber perdido el marcador amdS.
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A
Presencia Ausencia
amdS amdS
PCR 1 3,8 kb 1 kb
PCR 2 500 pb No amplifica
B PCR 1 PCR 2
M amdS- amdS* M amdS amdS*
e -
- - w —
—
= =
B =
v —_— -
- -

Figura 32. A) Resultados esperados para las distintas PCR en la seleccion de clones que han
eliminado el gen amdS tras el proceso de contraseleccion. Se indica el tamafo esperado para
cada PCR. B) Analisis genético mediante PCR de los clones del transformante delecionado
(Achi2) para comprobar la pérdida del gen amdS. En ambas PCR el orden es, carril 1: marcador
DNA ladder 1 kb; carriles 2 y 3: clones que han perdido el gen amdS, carriles 4 y 5: clones que
mantienen el gen amdS. PCR 1, amplificacion del casete REP-amdS-REP. En el caso de
ausencia de amdS la amplificaciéon es de aproximadamente 1 kb y de 3,8 kb en el caso de su
ausencia. PCR 2, amplificacion de una region interna del gen amdS de aproximadamente 500
pb (amplificaciéon negativa en caso de ausencia del gen amdS). Las flechas indican la banda
esperada para cada PCR. Para detalles adicionales ver Apartado 3.7 de Materiales y Métodos.

De esta forma se confirmaron 2 clones AB2 Achi2 que habian perdido el gen
amdS de su genoma mediante recombinacion homoéloga de las secuencias repetidas
REP. Esta cepa libre de marcador sera la utilizada para la siguiente delecion.

4.1.2. Eliminacién de la enzima celulolitica endoglucanasa 6

La actividad catalitica de las enzimas endoglucanasas consiste en la hidrélisis de
los enlaces glucosidicos B-(1,4) internos de los polimeros de celulosa, de manera
aleatoria. Estas actuan en las regiones amorfas liberando cadenas para la accion
procesiva de las celobiohidrolasas.

En el coctel producido por M. thermophila C1 se han identificado varias enzimas
con actividad B-1,4 endoglucanasa entre las cuales la Eg2 es la enzima mas activa en
las condiciones industriales de hidrolisis de biomasa. En términos de abundancia, la
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enzima Eg6 es, junto con la Eg2, la endoglucanasa que se encuentran en mayor
proporcion en el coctel de enzimas secretado por AB2. El resto de endoglucanasas tiene
una representacion bastante menor. En concreto, Eg2 y Eg6 tienen una representacion
de aproximadamente un 6% y 4%, respectivamente, en la composicién total de enzimas
extracelulares producida a escala de fermentador de 30 L (Figura 33).

M
(kDa)

Eg2
Egb

Figura 33. Fotografia de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 7,5%) donde se
muestran las celulasas presentes en el céctel enzimatico secretado por AB2 en fermentacion en
fermentaciéon a escala 30 L. Carril 1: Marcador de peso molecular; Carril 2: composicion
enzimatica con Eg6. Las flechas indican las bandas correspondientes a la enzima Eg2 y Eg6.

Como se ha mencionado en la introduccion, la expresion y produccién de
enzimas redundantes, con similar actividad o actividad limitada no son deseables ya que
diluyen la presencia de aquellas que aportan mayor rendimiento, reduciendo la eficacia
del céctel completo. Debido a que el coctel ya contiene una endoglucanasa altamente
eficiente, la Eg2, se evalud la contribucién de Eg6 con el objetivo de valorar su posible
eliminacion como actividad redundante y conseguir mayor representacion de las
enzimas mas contributivas para mejorar la eficiencia del céctel.

Para determinar la contribucién de esta enzima de la manera mas representativa
posible, se realizaron ensayos de suplementacion del céctel con la enzima Eg6
purificada bajo condiciones que reproducian la reaccién de hidrdlisis industrial, es decir,
con el material lignoceluldésico PCS a 50 °C durante 72 h. El coctel enzimatico utilizado
fue una mezcla de enzimas purificadas denominado céctel minimo compuesto por las
celulasas principales Bgl1, Cbh1, Cbh4 y Eg2 con objeto de emular, de manera
simplificada, la liberacién de glucosa en hidrdlisis de biomasa lignocelulésica mediada
por el coctel completo secretado por M. thermophila C1.
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Se hicieron dos ensayos: (1) la suplementacién de Eg6 en el céctel minimo completo y
(2) el reemplazo de Eg2 por la enzima Eg6 en el coctel minimo. La metodologia de este
ensayo se detalla en el apartado 3.13.2. de Materiales y Métodos. Los resultados se
muestran en la Figura 34.
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Figura 34. Liberacion de glucosa en hidrdlisis de PCS a 72 h para la evaluacién funcional de la
enzima Eg6. En gris oscuro se representa el coctel minimo (CM) suplementado con 2 mg/g de
Eg6 en una dosis total de 10,64 mg/g y el CM sin suplementar, pero compensando la dosis
proporcionalmente para mantener la dosis total de 10,64 mg/g. En gris claro se representa la
sustitucién de Eg2 por Eg6 en el CM y el CM sin modificar, es decir, CM conteniendo Eg2. Ambas
muestras a dosis final de 8,64 g/mg.

En el ensayo de suplementacion, la adicién de Eg6 a la reaccion junto con el
coctel minimo no resulté en un aumento de la liberacion de glucosa después de 72 h.
En cambio, se observé una bajada del rendimiento de mas de un 3 g/kg de glucosa
liberada en comparacion con el coéctel minimo sin suplementar. En el ensayo de
sustitucién, el reemplazo de Eg2 por Eg6 en el céctel minimo supuso una bajada de
rendimiento de mas de un 7 g/kg de glucosa con respecto al control, céctel minimo
conteniendo Eg2 (Figura 34).

En base a estos resultados se optd por eliminar la enzima Eg6 del céctel mediante
delecion del gen que la codifica. Para esta delecidon se desarrollaron los experimentos
que se detallan en los siguientes apartados: identificacion del gen codificante de la
endoglucanasa 6 (eg6), construccién genética y transformacién, escrutinio genético y la
evaluacion funcional de la cepa delecionada.
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4.1.3.1. Delecién del gen egb

En primer lugar se llevo a cabo la identificacion de la secuencia del gen eg6 y su
entorno genético en el genoma de M. thermophila mediante la busqueda de la secuencia
del gen en la base de datos JGI (http://genome.jgi.doe.gov/). El nimero de acceso del
gen egb6 en NCBI es GlI_367028749 NC_016473.1. Una vez localizado se anotaron las
secuencias aguas arriba y abajo de este gen para poder generar la construccion del
plasmido necesario para la delecidon como se describe previamente en Material y
Métodos, Apartado 3.5.5.3. Con esta construccion se transformé la cepa AB2 Achi2 para
la obtencién de transformantes delecionados eg6 (Aeg6) por el método de
transformacion en protoplastos siguiendo el procedimiento descrito en el Apartado 3.4.2.
de Materiales y Métodos.

4.1.3.2. Escrutinio genético y seleccion de mutantes delecionados eqgé

El escrutinio se hizo mediante seleccion en medio con acetamida y el posterior
analisis genético de cada transformante seleccionado, tal y como se describe en el
apartado 3.6.2. de Materiales y métodos.

Se analizaron un total de 200 transformantes de los cuales uno de ellos presento
los resultados esperados para las distintas PCR, tal y como se muestra en la Figura 35.
Los resultados mostrados en esta figura indican el correcto reemplazo del gen eg6 por
el marcador de seleccion amdS.

98



Resultados

A
Aegb egb+
PCR 1 3,1 kb No amplifica
PCR 2 3,2 kb No amplifica
PCR 3 No amplifica 750 pb
B
PCR 1 PCR 2 PCR 3
M Aegb6 egb+ H,0O M Aegb6 eg6+ H,O M Aegb6 egb+ H,O
- -
— m—’ -
o —
—— Ce—
— - [ =)

Figura 35. Analisis genético mediante PCR del transformante delecionado de eg6 (Aeg6). A)
Resultados esperados para las distintas PCR en la seleccion de transformantes delecionados.
Se indica el tamafio esperado para cada PCR. PCR 1, amplificaciéon del extremo 5’ (amplificacion
positiva para Aeg6). PCR 2, amplificacion del extremo 3’ (amplificacion positiva para Aeg6). PCR
3, amplificacién del fragmento interno del gen eg6 (amplificacion negativa para Aeg6). Aeg6:
transformante con el gen eg6 delecionado. eg6+: cepa sin modificar que contiene el gen eg6
(control de la reaccién). M: marcador DNA ladder 1 Kb. Las flechas en rojo indican la banda
esperada para cada PCR. Para detalles adicionales ver Apartado 3.6.2. de Materiales y Métodos.

4.1.3.3. Evaluacion del coctel enzimatico producido por AB2 Achi2 Aegb

Con el fin de confirmar la ausencia de la proteina Eg6 en el coctel enzimatico
producido por AB2 Achi2 Aeg6 se llevé a cabo una electroforesis en gel de acrilamida
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Para ello se utilizaron los cocteles
enzimaticos producidos a escala matraz por la cepa seleccionada AB2 Achi2 Aeg6 y su
cepa parental AB2 Achi2 siguiendo el procedimiento descrito en el Apartado 3.11.2 de
Materiales y Métodos. En la Figura 36 se muestra el resultado de electroforesis y el perfil
de proteinas de estas composiciones enzimaticas. Como se puede observar, a esta
escala no se aprecia la banda correspondiente a la proteina Eg6. Esto puede ser debido
a que la produccion de esta proteina a esta escala es demasiado baja para verla en el

gel.
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Figura 36. Fotografia de la electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 7,5%) de la
composicién enzimatica del transformante seleccionado AB2 Achi2 Aeg6 y de su cepa parental
AB2 Achi2 (control) en produccion en matraz. Carril 1: Marcador de peso molecular; Carril 2 'y 3:
AB2 Achi2 Aeg6; Carril 4 y 5: AB2 Achi2. La flecha indica el tamafio donde debe aparecer la
banda de proteina que corresponde a la enzima Eg6.

A continuacion, se comprobd si en una produccidn a mayor escala, en
fermentador de 30 L, se observaba la presencia de la enzima Eg6 en la cepa parental y
la ausencia de esta en el transformante delecionado Aeg6. Para ello se realizd un
analisis bidimensional convencional (IEF/SDS-PAGE) utilizando cécteles enzimaticos
de ambas cepas producidos en fermentador de 30 L (facilitados por el laboratorio de
bioquimica de Abengoa Bioenergia Nuevas Tecnologias). Las proteinas presentes en
estas muestras se separaron por electroforesis bidimensional siguiendo el protocolo
descrito en el Apartado 3.11.3 de Materiales y Métodos.

El analisis mediante esta técnica corrobora la ausencia de la proteina Eg6 en el
céctel enzimatico producido por la cepa AB2 Achi2 Aeg6 (Figura 37). Por otro lado, la
identificacién de la proteina Eg6 se confirmé mediante huella peptidica en el Servicio de
Andlisis de Proteinas del Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis de Sevilla. Estos
resultados muestran que la delecién del gen fue correcta y refuerza los resultados del
analisis por PCR realizado anteriormente (Apartado 4.1.3.2.).
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Figura 37. Electroforesis bidimensional comparativa de proteinas presentes en los cécteles
enzimaticos producidos por AB2 Achi2 Aeg6 frente a su cepa parental AB2 Achi2. En la primera
dimension las proteinas se han separado mediante isoelectroenfoque en un rango de pl de 4-7
(IEF). Tras su desnaturalizacion se llevd a cabo la separacion por tamafio en la segunda
dimension (SDS-PAGE). Se muestran geles tefidos con azul Coomassie. A) Imagen
correspondiente al perfil de proteinas del céctel producido por la cepa parental sin modificar, AB2
Achi2. Se sefala la mancha correspondiente a la proteina Eg6 (en azul). B) Imagen
correspondiente al perfil de proteinas del céctel producido por la cepa delecionada AB2 Achi2
Aegb. Se sefala la ausencia de la mancha correspondiente a la proteina Eg6 (en rojo). M,

marcador de peso molecular.

4.1.3.4. Hidrdlisis enzimatica de AB2 Achi2 Aegb

Para evaluar si la delecién del gen eg6 se traducia en un incremento del
rendimiento de liberacién de glucosa con respecto a su cepa parental, se realizé una
hidrdlisis enzimatica sobre PCS y se analizé la glucosa liberada a 72 h como se describe
en el Apartado 3.12.2. de Materiales y Métodos. En primer lugar, se compard la
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liberacién de azucares fermentables de la cepa AB2 Achi2 Aeg6 con su cepa parental a
escala matraz.

Como se muestra en la Figura 38, la cepa AB2 Achi2 Aeg6 consiguié liberar 2
g/Kg mas de azucares fermentables que su cepa parental AB2 Achi2. Esto es un
aumento poco significativo estadisticamente por lo que no se pudo evidenciar el efecto
de la delecion sobre el rendimiento de hidrélisis a esta escala.
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Figura 38. Evaluacién de la hidrdlisis de PCS por el céctel enzimatico Aeg6 obtenido de
fermentacion en matraz. Se representa la concentracion de glucosa liberada (g/Kg de
hidrolizado) a tiempo final 72 h. Se compara la actividad del coctel enzimatico producido por el
transformante seleccionado AB2 Achi2 Aeg6 que no expresa el gen de la endoglucansa 6 y el
producido por la cepa parental AB2. Los datos son la media de dos repeticiones.

Debido a que la produccion de la enzima Eg6 en matraz es demasiado baja, para
comprobar el efecto de la delecion en el rendimiento de hidrdlisis se procedié al mismo
analisis usando los cocteles producidos en fermentador de 30 L. A esta escala la enzima
Eg6 se produce en mayor cantidad y se puede apreciar la banda correspondiente a Eg6
en el gen SDS-PAGE (Figura 39).

Los resultados de liberacion de glucosa por ambas cepas se muestran en la
Figura 40. Se observa cémo la cepa AB2 Achi2 Aeg6 es capaz de liberar en torno a 8
g/Kg mas de glucosa que su cepa parental que contiene la enzima Eg6. Por tanto, la
eliminacion de esta enzima del coctel supone la subida de aproximadamente un 11% de
rendimiento en liberacién de glucosa.

En las condiciones utilizadas, la delecién de Eg6 tiene efecto positivo en el
rendimiento del proceso de hidrolisis. Estos resultados parecen confirmar la relacion
directa entre la cantidad de proteina Eg6 en la composicion enzimatica y el efecto
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negativo que produce en el rendimiento de sacarificacion y apoyan los estudios previos
con coctel minimo descritos en el Apartado 4.1.3.1.

AB2
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Figura 39. Perfil de proteinas (SDS-PAGE 7,5%) de la cepa delecionada AB2 Achi2 Aeg6 y su
cepa parental AB2 Achi2 provenientes de producciones en fermentador de 30L. Carril 1:
Marcador de peso molecular; Carril 2: composicién enzimatica sin Eg6 (AB2 Achi2 Aeg6); Carril
3: composicion enzimatica con Eg6 (AB2 Achi2). La flecha indica la banda de proteina
correspondiente a la enzima Eg6.
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Figura 40. Evaluacion de la hidrélisis de PCS por el céctel enzimatico Aeg6 producido en
fermentador 30 L. Se representa la concentracion de glucosa liberada (g/Kg de hidrolizado) a
tiempo final 72 h. Se compara la actividad del céctel enzimatico producido por el transformante
seleccionado AB2 Achi2 Aeg6 que no expresa el gen endoglucansa 6 y el producido por la cepa
parental AB2 Achi2. Los datos son la media de dos repeticiones.
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4.2. Mejora genética de bgl1

La B-glucosidasa 1 (Bgl1) producida por M. thermophila C1 es una enzima
celulolitica que posee un péptido sefal como parte de su secuencia que, al procesarse,
permite la secrecion de la proteina al medio extracelular. Esta enzima participa en el
ultimo paso del proceso de degradacién de biomasa lignocelulésica y es la responsable
de la liberacion final de azucares fermentables a etanol.

Sin embargo, tal y como se describe en la Introduccion, Apartado 1.4.3.1., entre
las enzimas BGL que actuan mediante el mecanismo de retencion (retaining) pueden
darse los fendmenos de inhibicion y transglicosilacion. Esto quiere decir que, a
concentraciones elevadas de sustrato o producto, estas BGL tienen actividad hidrolitica
reducida favoreciéndose la reaccién de transglicosilacion y disminuyendo asi el
rendimiento final de liberacién de glucosa.

De acuerdo con Bohlin (2013), el nivel de transglicosilacién puede medirse sobre
el sustrato pNGP en presencia de concentraciones crecientes de celobiosa.
Dependiendo de la actividad que tiene la enzima sobre pNGP en presencia de celobiosa,
ésta puede presentar un perfil desde alta transglicosilacion, cuando su actividad sobre
el sustrato pNGP resulta muy reducida, hasta insensibilidad a la celobiosa cuando la
actividad sobre pNGP no resulta afectada por la celobiosa (Figura 41).
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Figura 41. Esquema tedrico del comportamiento de BGL con diferente perfil de transglicosilacion
utilizando pNGP en presencia de celobiosa como sustrato (Bohlin y col., 2013). Perfiles: a)
Insensibilidad a celobiosa (verde): la actividad frente a pNGP es la misma en presencia y en
ausencia de celobiosa; b) Baja transglicosilacion (azul): la actividad frente a pNGP disminuye
alrededor de un 50% en presencia de celobiosa; c) Alta transglicosilacion (rojo): la actividad frente
a pNGP cae hasta alrededor de un 10% en presencia de celobiosa (Diez y col., 2015).
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En el caso de la Bgl1 de M. thermophila C1, estudios previos en nuestro
laboratorio habian manifestado que esta enzima muestra un perfil de transglicosilacion
alto (Diez y col., 2015), de modo que el objetivo principal era la busqueda de una
variante de esta enzima con una actividad de transglicosilacion reducida.

Para ello, se planted la construccion de un banco de mutantes del gen bg/1 de M.
thermophila C1 mediante mutagénesis al azar con el fin de obtener una version con la
capacidad de transglicosilacion reducida aumentando por consiguiente la actividad
hidrolitica de la misma frente a celobiosa (principal aceptor en la reaccién de
transglicosilacion).

4.2.1. Generacion de librerias de mutantes de bg/1

Con la finalidad de generar variantes de la enzima Bgl1 con menor actividad de
transglicosilacion, se construy6é una libreria de mutantes sometiendo el gen bgl/1 a
mutagénesis al azar mediante la técnica de PCR propensa a error, siguiendo el
protocolo descrito en Materiales y Métodos el Apartado 3.8. El sistema utilizado para la
generacion de estas librerias permitié obtener dos librerias de mutantes con diferentes
tasas de mutacion: Libreria A, con una frecuencia de mutacién entre 0-1 mutaciones/kb
y un tamano de 150.000 colonias vy libreria B con una frecuencia de mutacion entre 1-
4,5 mutaciones/kb y un tamafio de 170.000 colonias (Tabla 15).

Tabla 15. Caracteristicas de las librerias de mutantes

Libreria Frecuencia de mutacion por Kb '_I'amano .
(colonias / reaccion)

Libreria A 0-1 150.000

Libreria B 1-45 170.000

4.2.2. Transformacion de las librerias de mutantes de bg/7 en AB1

El ADN plasmidico de las librerias de mutantes que contenian las diferentes
versiones mutadas de bgl/1 se transformd6 en la cepa huésped auxotrofa AB1 pyrb-
(Materiales y Métodos, Apartado 3.1.1.1.) mediante transformacion de protoplastos
como se indica en el Apartado 3.4.2. de Materiales y Métodos. Se transformaron las dos
librerias generadas, A y B. Los transformantes se sembraron en placas de agar sin
suplemento de uridina. Tras 5 dias de incubaciébn a 35°C se obtuvieron los
transformantes prototréficos (que expresan el gen pyr5) que seran analizados.
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4.2.3. Escrutinio y seleccion de versiones mejoradas de bg/1

El objetivo del escrutinio era identificar las versiones mutadas de bg/7 con baja
actividad de transglicosilacion. Por tanto, los transformantes obtenidos tras la
transformacion en M. thermophila C1, descrito en el apartado anterior, fueron analizados
llevando a cabo una deteccion selectiva de alto rendimiento o high throughput screening
(Emalfarb y col., 2006).

Para el analisis funcional de los transformantes, se establecié un ensayo indirecto
midiendo la actividad hidrolitica BGL que permitia estimar la capacidad de
transglicosilacion de la enzima Bgl1. Como se detalla en el Apartado 3.13.3. de
Materiales y Métodos, la actividad hidrolitica en pNGP se midi6 en presencia y ausencia
de celobiosa 5,5 mM (2 g/L).

La estrategia seguida para detectar las mejores variantes fue un escrutinio
funcional en dos etapas secuenciales en microplaca de 96 pocillos: una primera etapa
de preseleccion y una segunda etapa de seleccion definitiva. Los seleccionados a escala
microplaca fueron los escogidos para analizar posteriormente a escala matraz.

Para todos los transformantes analizados se establecié un criterio de seleccion:
se seleccionaron aquellos mutantes que, en presencia de celobiosa, mantuvieron una
capacidad hidrolitica sobre pNGP entre 30-70% en comparacién con su actividad
hidrolitica en ausencia de celobiosa. Es decir, se consider6 que una baja actividad de
transglicosilacion correspondia a la disminucion de la actividad hidrolitica sobre pNGP
entre 30-70% cuando habia celobiosa en la reaccion (Figura 41).

Los transformantes obtenidos como se describe en el Apartado 4.2.2. se
inocularon en cultivos de microplaca de 96 pocillos para realizar la deteccion selectiva
de alto rendimiento.

Se exploraron transformantes de ambas librerias, A y B, y se analizo la actividad
hidrolitica de un total de 6900 clones en presencia y en ausencia de celobiosa, como se
ha descrito anteriormente. Teniendo en cuenta el criterio de seleccién planteado, se
seleccionaron aquellos que presentaron una disminucién de actividad frente a pNGP en
presencia de celobiosa del 30 al 70%.

Con el fin de confirmar los resultados, los transformantes seleccionados en la
primera etapa se volvieron a analizar en una segunda etapa utilizando el mismo ensayo
de actividad y el mismo criterio de seleccion. Entre los clones seleccionados tras la
segunda etapa de seleccion destacaba el clon 31L2D manteniendo mas del 60% de
actividad relativa sobre pNGP en presencia de celobiosa y el clon 18L3E manteniendo
en torno al 40% de actividad.
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Los mejores transformantes, incluyendo el clon 31L2D y el clon 18L3E se
escogieron para llevar a cabo una produccién en matraz siguiendo el procedimiento
indicado en el Apartado 3.10.2. de Materiales y Métodos. De todos ellos se midio la
actividad BGL en presencia y en ausencia de celobiosa a escala microtubo siguiendo la
metodologia descrita en el Apartado 3.13.3. de Materiales y Métodos. De acuerdo a
estas condiciones, se confirmé que el transformante 31L2D mostraba el mejor perfil,
manteniendo un 62% de actividad BGL en presencia de celobiosa. El mutante 18L3E
resultd ser un falso positivo ya que no reprodujo los resultados previamente obtenidos y
su actividad B-glucosidasa en presencia de celobiosa cay6 por debajo del 30% (Figura
42). Como control se utilizé el tipo parental bg/1 sin mutar.

= p-NGP(0,1 glL) p-NGP(0,1 g/L)+cellobiose(2 g/L)
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Figura 42. Actividad BGL relativa (%) a escala matraz de los transformantes seleccionados tras
la segunda etapa del escrutinio usando el sustrato pNGP (0,1 g/L) en presencia y en ausencia
de celobiosa (2g/L). bgl1: transformante con el gen nativo como referencia y control interno de
cada placa.

4.2.4. Determinacion de la secuencia del mutante 31L2D

Para determinar la secuencia del gen bgl1 expresado en el mutante seleccionado
31L2D, se amplifico el gen a partir del ADN gendmico usando los oligos 16-F y 16-R
(Tabla 3) y se clond en el vector de expresion pBASE1, descrito en el Apartado 3.5.6.
de Materiales y Métodos, mediante las enzimas de restriccién Sacl y BamHI. Desde este
plasmido se secuencio6 el gen bgl1.

El gen secuenciado mostro una unica mutacion: la guanina de la posicion 633 de
la secuencia de nucleétidos de bgl/7 nativo se habia mutado a timina, dando como
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resultado una secuencia de nucleétidos que codificaba una proteina en la que la
glutamina (Q) en el residuo 211 se habia sustituido por histidina (H). Por tanto, el clon
31L2D expresa una version mutada de Bgl1 denominada a partir de ahora Bgl1Q211H.
En la Figura 43 se muestra el residuo mutado en la secuencia de nucleétidos de
bgl1Q211H y en su secuencia de aminoacidos deducida.
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Figura 43. A) Zona de alineamiento de secuencia de nucleétidos de bg/1Q211H (del mutante
31L2D) con bgl1 (nativo) donde se encuentra el residuo mutado. Se sefiala la mutacion de
guanina (G) a timina (T) en la posiciéon 633 (en rojo y enmarcado). B) Zona de alineamiento de
secuencias de aminoacidos de Bgl1Q211H y Big1 nativa donde se encuentra el cambio de
aminoacido. Se sefiala la sustitucion de glutamina (Q) por histidina (H) en el residuo 211 (en rojo
y enmarcado). Alineamientos realizados con el programa Clustal Omega (Sievers y col., 2011).

Con el fin de confirmar el fenotipo observado en la cepa 31L2D de baja actividad
de transglicosilacion, se transformo el plasmido pABC410 en AB1. La transformacion y
la medida de actividad de transglicosilacion se realizaron como se describe en los
apartados de Materiales y Métodos 3.4.2. y 3.13.3., respectivamente.

Todos los transformantes que expresaban bgl/1Q211H mostraron menor actividad
de transglicosilacién al igual que la cepa 31L2D (Figura 44).
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Figura 44. Actividad BGL relativa (%) a escala matraz de los transformantes que expresaban
bgl1Q211H usando el sustrato pNGP (0,1 g/L) en presencia y en ausencia de celobiosa (2g/L).
bgl1: transformante con el gen nativo como referencia y control interno de cada placa.

4.2.5. Analisis comparativo de Bgl1 nativa y Bgl1Q211H mutante

4.2.5.1. Purificacién de las enzimas Bqgl1 y Bgl1Q211H

Ambas enzimas, la enzima nativa Bgl1 y la Bgl1Q211H mutante se purificaron
con el fin de llevar a cabo un analisis comparativo entre ellas. Las enzimas purificadas
fueron cedidas por el departamento de Bioquimica de Abengoa Bioenergia Nuevas

Tecnologias.

Como comprobacion, las BGL purificadas se cargaron en electroforesis en gel
(SDS-PAGE) al 7,5% de acrilamida (Figura 45). De acuerdo con la secuencia Bgl1, se
espera que esta enzima tenga un tamafo molecular de 93 kDa, sin embargo, para
ambas muestras se detecta una sola banda de 116 kDa. Esto puede ser debido a que
las glicosil hidrolasas fungicas, al igual que otras enzimas, a menudo estan glicosiladas.
De hecho, la glicosilacion es la modificacién postraduccional mas frecuente en estas

proteinas (Karnaouri y col., 2014).

109



Resultados

s =

= =

g 3

kba M 2 2
200
116
97
66
45

Figura 45. SDS-PAGE de las enzimas B-glucosidasas purificadas. Se cargaron 20 ug de proteina
en cada carril. Carril 1: Marcador; Carril 2: proteina Bgl1 nativa; Carril 3: proteina madura
Bgl1Q211H.

4.2.5.2. Perfiles de transglicosilacion de la enzima Bgl1 nativa v la Bgl1Q211H

El estudio comparativo de transglicosilacion de ambas enzimas, Bgl1 nativa y
Bgl1Q211H mutante, se realizd mediante el ensayo de actividad descrito en el Apartado
3.13.3. de Materiales y Métodos. Este ensayo permitia estimar la capacidad de
transglicosilacion de la enzima mediante la medida de la actividad BGL en presencia y
ausencia del sustrato celobiosa. Para una evaluacion mas profunda se midié esta
actividad a concentraciones crecientes de celobiosa (Figura 46). Ambas enzimas
disminuyeron su actividad conforme aumentaba la concentraciéon de celobiosa, pero la
enzima mutante Bgl1Q211H mantuvo su actividad BGL en torno a un 30% mas que la
enzima nativa a todas las concentraciones de celobiosa probadas.
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Figura 46. Perfiles de transglicosilacion de la enzima Bgl1 y la proteina madura de Bgl1Q211H.
Todas las mediciones se analizaron por triplicado y las barras de error corresponden a la
desviacién estandar.

Con el fin de comprobar si estos resultados se correlacionaban con la capacidad
de transglicosilacion real, se desarrollaron ensayos de medicion de la formacién real de
oligémeros. Para ello se realizé un ensayo de actividad de ambas enzimas en presencia
de celobiosa acoplado a HPLC directo como se detalla en el Apartado 3.13.3. de
Materiales y Métodos. Los tiempos de retencion y el pico de las areas obtenidas debido
a la formacion de cada azucar se muestran en la Figura 47.

La glucosa es el producto de hidrélisis de las B-glucosidasas sobre el sustrato
real, la celobiosa. La celotriosa solo se puede formar dentro de una reaccién de
transglicosilacion en la cual una molécula de celobiosa actia como aceptor para la
glucosa retenida en el sitio activo de la enzima Bgl1. La celobiosa puede ser el resultado
de (1) sustrato no hidrolizado que permanece en la mezcla de reaccion o (2) el producto
de una reaccidén de transglicosilacion, siendo la glucosa tanto el aceptor como el
donante. Tas la incubacién de la proteina mutante de Bgl1Q211H con celobiosa no se
determind celotriosa y, ademas, se determiné una concentracion significativamente
menor de celobiosa y mayor de glucosa en comparacion con la Bgl1 nativa. Estos
resultados demuestran que esta enzima mutante, en comparacién con la nativa, tiene
una capacidad de transglicosilacion reducida al mismo tiempo que una actividad
hidrolitica mejorada a concentraciones elevadas de celobiosa.
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p— Tiempo de Area relativa (%)

retencion (min) Bgl1 Bgl1Q211H
Glucosa 9,23 59,13 78,81
Celobiosa 7,49 38,36 21,18
Celotriosa 6,79 2,50 0,00

Glucosa

Celobiosa

10000

Celotriosa

Figura 47. Tiempos de retencion y areas relativas para los azucares detectados tras el ensayo
de transglicosilacién. El area relativa representa el porcentaje de cada azulcar en la concentracion
total en la mezcla de reaccion tras el ensayo de transglicosilacion. Linea azul: Bgl1 nativa; Linea
roja: Bgl1Q211H.

4.2.5.3. Determinacion de la temperatura de desnaturalizaciéon vy estudios de estabilidad
en condiciones de hidrolisis de biomasa.

La enzima Bgl1 y Bgl1Q211H mutante purificadas se analizaron en términos de
estabilidad térmica en base al ensayo con el sustrato pNGP. Se llevaron a cabo dos
tipos de ensayos para la determinacion de: (1) la temperatura de desnaturalizacion y (2)
la estabilidad en condiciones de hidrélisis de la biomasa.

Para la determinacion de la temperatura de desnaturalizacion, las enzimas
purificadas se incubaron durante 10 minutos a temperaturas que variaban entre 30 y 80
°C, después, se realizaron ensayos convencionales de actividad hidrolitica sobre pNGP
(Materiales y Métodos, Apartado 3.13.1.). La actividad se representé como porcentaje
relativo. Con estos estudios se puede calcular un parametro caracteristico, la
temperatura media de desnaturalizacion (T+2) por el cual se determina la temperatura
responsable de un 50% de pérdida de actividad enzimatica. Los resultados se muestran
en la Figura 48.
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Figura 48. Determinacién de la temperatura de desnaturalizacion de la enzima Bgl1 nativa y la
proteina mutante Bgl1Q211H

En el estudio de estabilidad en condiciones de hidrdlisis de la biomasa, las
mezclas de reaccion conteniendo 0,1 mg de enzima purificada y 100 pmol de tampon
acetato sédico (pH 5,0) se incubaron a 50 °C durante 72 horas y en condiciones de
agitacion. Se tomaron muestras a 24 y 48 horas y se realizaron ensayos de actividad
BGL sobre pNGP como se indica en el apartado 3.13.1. de Materiales y Métodos
convencionales. Los resultados se muestran en la Figura 49.

Bgl1 Q211H —@=Bgl1 nativa
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Figura 49. Resistencia térmica en condiciones de hidrolisis de la biomasa de la enzima Bgl1
nativa y la proteina mutante Bgl1Q211H. Todas las mediciones se analizaron por triplicado y las
barras de error corresponden a la desviacion estandar.
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No se observaron diferencias significativas en términos de temperatura de
desnaturalizacion entre Bgl1 y la proteina madura de Bgl1Q211H. La T fue de 65 °C
para la enzima Bgl1 nativa y 62°C para la proteina Bgl1Q211H madura, ambas por
encima de 50 °C, que es la temperatura de hidrélisis de la biomasa. Respecto a la
estabilidad térmica en las condiciones de hidrdlisis de biomasa ambas enzimas
permanecieron activas tras 72 h a 50 °C.

114



5 DISCUSION

115



116



Discusion

5. DISCUSION

5.1. Optimizacion de la composicion enzimatica de M. thermophila C1 para la
hidrélisis de biomasa lignocelulésica

Como se ha mencionado en la Introduccién, la biomasa lignocelulésica, que
consiste principalmente en celulosa, hemicelulosa y lignina, es la fuente renovable mas
abundante para la produccion de biocombustible y productos de biorrefineria. El uso
industrial de la biomasa vegetal implica pasos previos de pretratamiento fisicoquimico
para hacer que el material sea mas susceptible a la hidrélisis enzimatica. Esta etapa de
hidrdlisis y el costo de produccién de enzimas sigue representando el mayor cuello de
botella, principalmente porque los cécteles enzimaticos producidos por los organismos
degradadores de celulosa no estan optimizados para las condiciones industriales
(Kubicek y col., 2016). Este trabajo de Tesis se centra en la mejora de la etapa de
hidrdlisis enzimatica, y mas concretamente en aumentar la eficiencia del céctel
enzimatico para incrementar los rendimientos de azucares fermentables con la menor
dosis de enzima posible. Las estrategias que se han seguido por otros investigadores
para mejorar la eficiencia de los cocteles se basan principalmente en: (1) la mejora de
la eficiencia individual de las enzimas celuloliticas y (2) la optimizacién de los cocteles
enzimaticos que contienen dichas enzimas (Zhao y col., 2016).

De cara a la mejora del céctel enzimatico de M. thermophila es importante
considerar que la secuenciacion de su genoma permitio identificar un gran nimero de
genes que codifican enzimas industrialmente relevantes. Entre ellas, se determinaron
mas de 200 secuencias de enzimas degradadoras de pared celular de plantas:
celulasas, hemicelulasas y enzimas accesorias. En estudios recientes de nuestro
laboratorio sobre el coctel celulolitico producido por la cepa industrial M. thermophila C1
se han identificado 27 proteinas reconocidas claramente como glicosil hidrolasas
extracelulares (Tabla 16) de un total de 79 proteinas (Reyes-Sosa y col., 2017). En
cuanto a masa, las glicosil hidrolasas identificadas representaron mas del 81,4% del
total de proteinas en el coctel mientras que el resto de proteinas representaron el 18,6%.

A pesar de que anteriormente se habia descrito que M. thermophila producia un
coctel de celulasas muy diverso (Berka y col., 2011), este analisis muestra que el coctel
producido por la cepa C1 en condiciones industriales optimizadas no es tan diverso
como el de la cepa silvestre. De cualquier forma, estos analisis no muestran la
diversidad de isoformas funcionales que pueden encontrarse tras modificaciones
postraduccionales como la glicosilacion. Estas proteinas fueron identificadas por su
secuencia de aminoacidos (LC-MS/MS) y es muy posible la existencia de varias
isoformas, como se describe para muchas proteinas secretadas por hongos (Gusakov
y col., 2008).
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Tabla 16. Enzimas identificadas en M. thermophila C1 activas para carbohidratos (Extraido de
Reyes-Sosa y col., 2017).

Actividad principal Familia glicosil hidrolasa
B-glucosidasas/B-xilosidasas 3
Endoglucanasas 5
Endoglucanasas/Celobiohidrolasas tipo Il 6
Celobiohidrolasas tipo | 7
Endoxilanasas 10
Endoglucanasas/xiloglucanasas 12
B-N-acetil-glucosaminidasas 18
Endoglucanasas 45
Polisacarido monooxigenasas 61
a-glucanasas 71
Xiloglucanasas 74
Arabinobiosidasas 93

Tradicionalmente, los estudios para la mejora de cocteles celuloliticos han ido
dirigidos a la obtencién de organismos modificados genéticamente que presenten una
expresion incrementada de las principales enzimas, respecto a las cepas parentales o
silvestres no modificadas, para incrementar el rendimiento del proceso de degradacién
de la biomasa. No obstante, esta estrategia puede tener su obstaculo en la diversidad
natural de los microorganismos productores. En general, estos microorganismos
expresan toda una variedad de enzimas celuloliticas con actividades enzimaticas a
menudo solapantes y redundantes, que permiten al microorganismo adaptarse a las
condiciones cambiantes de su medio ambiente (Glass y col., 2013). Sin embargo, en las
condiciones industriales en las que se emplean estos cocteles enzimaticos no hay tal
variedad de condiciones cambiantes, sino que, por el contrario, son controladas vy
predefinidas. En las condiciones de reaccion industrial sélo unas pocas de las enzimas
van a ser capaces de contribuir a la eficiencia de la reaccién. Por tanto, para llevar a
cabo la hidrdlisis de biomasa lignoceluldsica a escala industrial no es necesaria esta
diversidad enzimatica. Por este motivo, la expresién del resto de enzimas redundantes
y con limitada actividad es prescindible y se podria eliminar. Desde un punto de vista
econdmico del proceso, si se eliminaran estas enzimas ineficientes, se conseguiria
reducir la cantidad (y por ello el coste) necesario de coctel enzimatico para los procesos
industriales o, lo que es lo mismo, la eficiencia del céctel enzimatico aumentaria al contar
con mayor representacion de las enzimas eficientes.

Un ejemplo de este planteamiento se puede ver en los estudios realizados por
Kumar y Murthy (2016) donde se establecido un coctel enzimatico 6ptimo y hecho a
medida para un sustrato especifico al probar diferentes combinaciones y proporciones
de un reducido numero de enzimas puras de diferentes organismos. Ademas, otros
estudios como el de Gusakov y col. (2011) ya demostraron que los cocteles naturales
tienen un rango de mejora amplio y que no estan optimizados para materiales o
condiciones especificas.

118



Discusion

Por tanto, para aplicaciones industriales es deseable generar microorganismos
que expresen una menor diversidad de enzimas celuloliticas para dar lugar a un céctel
enzimatico optimo, con menor niumero de enzimas ineficientes (no contributivas) y
mayor proporcion de las eficientes (contributivas) para mejorar el rendimiento del
proceso de degradacién de la biomasa en comparacion con los cécteles naturales con
mayor diversidad, pero menor eficiencia. Ademas, una mayor eficiencia conlleva el uso
de menor dosis de cdoctel enzimatico para la obtencidén de los mismos rendimientos en
dichos procesos (Diez y col., 2016)

En este trabajo se disefid un programa de mejora del organismo productor M.
thermophila C1 basado en este planteamiento donde se abordd la eliminacién de
enzimas menos eficientes del céctel para favorecer la proporcion de las enzimas
contributivas y aumentar el rendimiento del proceso de hidrélisis de biomasa celuldsica.

5.1.1. La enzima Chi2 en el céctel enzimatico de M. thermophila C1

En el coctel extracelular de M. thermophila C1 se han identificado numerosas
proteinas no celuloliticas. Visser y col. (2011) identificaron algunas de estas proteinas
secretadas en gran cantidad. Las principales fueron una serin proteasa (Alp1) de 31
kDa, una endoquitinasa (Chi1) de 45 kDa y una exoquitinasa (Chi2) de 70 kDa. Las
quitinasas son enzimas no celuloliticas capaces de hidrolizar la quitina, uno de los
polimeros naturales mas abundantes después de la celulosa, en sus componentes oligo
y monomeéricos (Krolicka, 2015). En concreto catalizan la hidrdlisis de uniones N-acetil-
B-D-glucosaminida y B-1,4 en quitina y quitodextrinas pero no en polimeros de celulosa.
Tras esta identificacién, este grupo delecioné la proteasa Alp1 y la endoquitinasa Chi1
con la intencion de reducir el fondo de proteina extracelular que no participa en la
degradacion de biomasa celuldsica. Con el mismo propésito, en esta Tesis se decidio
llevar a cabo la delecion de la enzima exoquitinasa 2 (Chi2) en la cepa AB2 derivada de
M. thermophila C1. Segun la cuantificacion llevada a cabo en estudios previos por
nuestro grupo, la quitinasa 2 era una de las enzimas no celuloliticas mas representadas
en el coctel secretado por AB2, suponiendo un 9% de la proteina total presente en el
céctel.

5.1.2. La enzima Eg6 en el coctel enzimatico de M. thermophila C1

En el coctel producido por M. thermophila C1 se han identificado varias enzimas
con actividad endoglucanasa, entre ellas las tres principales: EG I, V y VI (Bukhtojarov
y col., 2004). Gusakov y col. (2007) ya demostraron de manera artificial la calidad de
estas enzimas en ensayos de conversion de diferentes sustratos celuldsicos en glucosa.
La endoglucanasa Eg2 (EG Il) es la enzima mas activa en las condiciones industriales
de hidrdlisis de biomasa. En términos de abundancia en el céctel de enzimas secretado
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por M. thermophila C1, la enzima Eg6 (EG VI) junto con la Eg2 se encuentran en mayor
proporcion que el resto de endoglucanasas presentes en el coctel, cuya presencia es
bastante menor. En concreto, Eg6 tienen una representacion de aproximadamente un
4% en la composicion total de enzimas extracelulares cuando el coctel se produce
conforme a las condiciones industriales en un fermentador de 30 L.

Como parte del programa de desarrollo de un cdctel celulolitico 6ptimo mediante
la eliminacion de enzimas que no contribuyan al rendimiento de hidrdlisis, se evalud la
contribucién de Eg6 en el coctel enzimatico como posible enzima candidata a eliminar
por su posible actividad limitada o actividad redundante. Se compard con la Eg2, la
endoglucanasa mas eficiente ante el sustrato celuldsico utilizado en este trabajo.

Para determinar la contribucién de esta enzima a la hidrélisis de biomasa
lignoceluldsica, se realizaron ensayos de suplementacion del coctel minimo con la
enzima Eg6 purificada en condiciones que reproducian la reaccion de hidrolisis
industrial. El céctel minimo estaba compuesto por las celulasas principales purificadas,
Bgl1, Cbh1, Cbh4 y Eg2 (también denominadas en otras publicaciones como BGL |,
CBH la, CBH IlIb y Eg Il respectivamente (Gusakov y col., 2007)), que comprendian las
actividades minimas necesarias para la hidrélisis de biomasa y, ajustadas en la dosis y
combinacion oOptimas para reproducir el coctel enzimatico completo de forma mas
simplificada (Benitez, 2017).

Para este trabajo, se consideré contributiva aquella enzima que suplementada al
céctel era capaz de liberar al menos la misma cantidad de glucosa que un suplemento
con la misma dosis de coctel minimo. Una enzima que rinde menos que el céctel minimo
a la misma dosis se considero no contributiva. El resultado de estos ensayos se resume
en la Figura 34 de Resultados donde se observa que, por un lado, la adicion de Eg6 a
la reaccion no resulté en un incremento de liberacion de glucosa produciendo asimismo
un efecto negativo, es decir, liber6 un 7% menos de glucosa que el céctel sin
suplementar. Este resultado puede ser debido a que la enzima no es contributiva o es
poco eficiente, o que la adicion de Eg6 en exceso provoca un efecto negativo en la
reaccion. Por otro lado, la sustitucion de la endoglucanasa Eg2 por Eg6 se tradujo en
una bajada de mas de un 21% de rendimiento de glucosa. Este resultado confirma que
la Eg6 es una endoglucanasa menos eficiente y menos activa que Eg2 ante el sustrato
de interés y en las condiciones de reaccion industrial.

Cabe recordar que otros parametros como la sinergia entre enzimas, una
composicion diferente del céctel, la dosis, las condiciones del proceso y sustratos
especificos puede cambiar la contribucion o la eficiencia de una enzima (Woodward,
1991; Gusakov y col., 2007).

En base a estos resultados y considerando su alta representacion en el coctel
secretado por AB2, la enzima celulolitica Eg6 fue considerada como candidata a eliminar
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del coctel debido a su actividad redundante y baja eficiencia con el fin de favorecer la
presencia de las enzimas contributivas que existen en el coctel.

5.2. Eliminacion de los genes chi2 y eg6 que codifican enzimas no contributivas
en el céctel enzimatico producido por M. thermophila C1

La estrategia usada para la eliminacién de ambos genes en el genoma de AB2
fue la delecion dirigida y secuencial mediante el uso de construcciones genéticas
(casetes de delecion) usando el marcador de seleccion reutilizable amdS. Esta
herramienta permitié la eliminacion del gen mediante el intercambio del marcador amdS
por el gen diana mediante recombinacion de secuencias homoélogas. La ventaja del uso
del marcador de seleccion amdS en esta estrategia es que tras la seleccion de la cepa
delecionada en medio con acetamida, este marcador pudo ser eliminado mediante
contraseleccién en fluoroacetamida dando como resultado una cepa delecionada libre
de marcadores (Debets y col., 1990). Ademas, esto permitio la posibilidad de reutilizar
el marcador en la misma cepa para llevar a cabo las dos deleciones de forma secuencial.
Para este mismo fin se pueden seguir otras estrategias comparables descritas en la
bibliografia, como la eliminacion del marcador pyr4 o pyr5 mediante contraseleccion en
5-FOA (Hartl y Seiboth, 2005). Otra estrategia similar muy utilizada por los
investigadores es el sistema de eliminacién de una secuencia especifica de ADN
mediante el uso de una recombinasa, como por ejemplo el sistema Cre/loxP (Martinez-
Anaya y col., 2008).

El uso de la recombinacion homéloga como estrategia para la delecion de genes
en M. thermophila tiene el inconveniente de las bajas frecuencias de recombinacién, en
torno al 1-2%, debido a la integracion de los casetes de delecién de forma no homaéloga
en el genoma. Para mejorar la tasa de delecidn o disrupcion dirigida de genes, Visser y
col. (2011) generaron cepas de C1 defectuosas en el componente KU70 (Aku70) de la
via de recombinacion no homoéloga (en inglés, nonhomologous end-joining, NHEJ). Esta
ruta repara roturas en la doble cadena de ADN mediante unidon de extremos no
homaologos mientras que la recombinacion homologa requiere de secuencias homoélogas
para realizar esta reparacion (Moore y col., 1996). Usando estas cepas Aku70, se han
demostrado casos en otros hongos de la mejora de las tasas de recombinacién con
integracion homologa de hasta un 78% y sin recombinaciéon no homoéloga observada
(Meyer y col., 2008). El inconveniente de usar cepas Aku70 es que no facilita la
introduccion de multiples copias de genes debido a su defecto en la via de
recombinacion no homadloga (van Zeijl y col., 2009).
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5.3. Rendimiento de los cocteles enzimaticos sin las enzimas Chi2 y Eg6

Los genes chi2 y eg6 se eliminaron de forma secuencial para probar los efectos
en el rendimiento de hidrdlisis de biomasa tras la eliminacién de estas enzimas que
aparentemente son no contributivas o menos eficientes. Para ello, los azucares
fermentables liberados después de la hidrdlisis enzimatica de PCS usando los cocteles
producidos por ambas cepas delecionadas se compararon con el coctel producido por
la cepa parental.

5.3.1. Efecto de la delecion del gen chi2

Se comparo la liberacion de azucares fermentables de la cepa AB2 Achi2 con su
cepa parental. Los resultados mostraron que la delecion de la enzima no celulolitica
Chi2 provoca un incremento en la capacidad de sacarificacion de la cepa, en torno a un
15%, con respecto a su cepa parental que si expresa la Chi2. Este resultado fue visible
en produccion a escala de 30 L mientras que en matraz, produccion en 40 mL, no se
observaron diferencias significativas en el rendimento de liberacién de glucosa entre
ambas cepas. La posible explicacion de esta diferencia de rendimientos a diferentes
escalas es la diferente cantidad o proporcién de enzima Chi2 producida en ambas
escalas. Mientras que la representacion de Chi2 en producciones del céctel en 30 L es
de aproxidamente 9% (Figura 30 de Resultados), en producciones llevadas a cabo en
40 mL en matraz es mucho menor (Figura 27 de Resultados). La explicacion de este
fendmeno puede deberse a las diferentes condiciones del proceso en lote (batch) en
que se realiza la fermentacion en matraz frente al lote alimentado (fed-batch) del
fermentador, asi como otros parametros como el control de pH, aireacion, etc., que
pueden afectar a diferencias en la expresion de las enzimas individuales.

De estos resultados se obtienen dos conclusiones principales: (1) la enzima
quitinasa 2, ademas de no participar en la degradacion de biomasa celulésica, no aporta
nada a la composicion enzimatica y su eliminacion no afecta a la secrecion de otras
proteinas ni a la actividad de hidrdlisis, (2) la eliminacion de esta enzima con significativa
presencia extracelular da lugar a mayor representacion del resto de las enzimas,
incluyendo las contributivas y, en consecuencia, mayor eficiencia de hidrdlisis
enzimatica. La posible explicacion para este hecho es el aumento proporcional de la
concentracion de las enzimas secretadas gracias a la redistribucién de la capacidad
productiva del organismo.

Estos resultados proporcionan una buena expectativa para aumentar la calidad
de este céctel enzimatico como parte del programa de mejora, donde la delecion de
genes que expresan proteinas que estan presentes en el caldo secretado por el hongo,
pero que no participan en la hidrolisis de biomasa celuldsica, inducen a una
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representacion mayor de las enzimas contributivas y aumenta el rendimiento de
liberacién de azucares fermentables.

5.3.2. Efecto de la delecion del gen eg6

De la misma forma, se comparo la liberacion de azucares fermentables de la
cepa AB2 Achi2 Aeg6 con su cepa parental. Los resultados obtenidos mostraron que la
deleccion de la enzima celulolitica Eg6 provocdé un aumento en el rendimiento de
liberacién de glucosa de aproximadamente un 10% con respecto a su cepa parental
conteniendo Eg6. Al igual que pas6 durante la evaluacion funcional de la delecion de
chi2, este resultado fue visible en produccién a escala de 30 L mientras que en matraz,
aunque se intuia un leve aumento de liberacion de glucosa por parte de AB2 Achi2 Aeg6
(en torno a 2 g/lKg mas), este resultado era poco significativo estadisticamente y no se
pudo concluir un dictamen claro sobre el efecto de la delecion a esta escala. La
explicacion de esta diferencia de rendimientos a diferentes escalas se basa en lo mismo
indicado anteriormente, la cantidad de enzima Eg6 producida. En produccion en matraz,
la banda correspondiente a Eg6 practicamente no se aprecia en el perfil de proteinas de
la composicion secretada. Por el contrario, en produccion en fermentador a escala de
30 L, la cantidad producida de esta enzima es mayor observandose en el perfil de
proteinas correspondiente (Figura 39 frente a 36).

En definitiva, este resultado sugiere que la enzima delecionada Eg6 se identificd
correctamente como celulasa no contributiva dando como resultado la produccion de un
coctel mas eficiente y de mayor calidad. No obstante, el éxito de la modificacion de la
diversidad de celulasas en un céctel enzimatico como este no depende sélo de la
composicion del coctel en si, sino que también depende en gran medida de las
condiciones de hidrdlisis y del sustrato utilizado. En este sentido, esta estrategia de
eliminacion de actividades enzimaticas redundantes y enzimas celuloliticas menos
eficientes se confirma como buen planteamiento para optimizar la composicién de un
coctel industrial para un sustrato y unas condiciones determinadas.

Esta tactica de adaptacion de la composicion de la mezcla enzimatica para
obtener cocteles enzimaticos a medida para un sustrato y unas condiciones especificas,
ha sido probada también por este grupo en M. thermophila C1 contra otros sustratos
como la cafia de azucar pretratada. Estas adaptaciones se han realizado con otras
familias de glicosil hidrolasas y en diferentes condiciones de reaccién que demuestran
que los cécteles con una diversidad de celulasas reducida conteniendo las enzimas mas
contributivas en detrimento de las menos contributivas, es una estrategia exitosa para
el desarrollo de cocteles multienzimaticos para determinadas aplicaciones. Por ejemplo,
para aplicaciones como en la industria textil y de lavanderia, es particularmente
importante la manipulacion o eliminacién de la produccién de ciertos componentes de
celulasas que pueden dafar los tejidos (Galante y col., 2014).
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5.3.3. Delecion frente a sobreexpresion de genes para la optimizacion del coctel
enzimatico

Aunque muchos de los esfuerzos realizados para mejorar la eficiencia de los
cocteles han ido dirigidos a la sobreexpresion de celulasas y se han conseguido grandes
resultados (Kanna y col., 2011; Dashtban y Qin, 2012; Zhang y col., 2010), en varias
publicaciones se puede ver como este hecho puede conducir a una menor expresion de
otras celulasas. Por ejemplo, Miettinen-Oinonen y col. (2005) en su busqueda de
combinaciones de celulasa adecuadas en T. reesei para su uso en la industria textil del
algoddn, construyeron varias cepas con sobreexpresién de celobiohidrolasas y
observaron como en los transformantes que sobreexpresaban tanto CBHI como CBHII
la cantidad de proteina producida de otras celulasas fue menor que la producida por la
cepa nativa. De la misma forma, Zhang y col. (2010) observaron el mismo fendmeno
tras la sobreexpresion de una B-glucosidasa extracelular (BLG I) en T. reesei, limitante
en esta actividad. Aunque sus resultados mostraron que las cepas que sobreexpresaban
BGL | dieron lugar a un coctel enzimatico mas eficiente en sacarificacién del sustrato
celulosico, detectaron una actividad celobiohidrolasa mas baja en todos los
transformantes que sobrexpresaban BGL I. Las razones por las que la sobreexpresion
de algunas celulasas disminuye la produccion de otras pueden incluir: competencia
entre promotores por actividores de la transcripcion, limitacién de algunos factores de
transcripcion de un promotor que controla la expresién de varios genes o competencia
entre enzimas en procesos de secrecion y sintesis de proteina, aunque ninguna se ha
evidenciado de forma clara (Liu y col., 2013).

Desde otra perspectiva, Saloheimo y Pakula (2012) vieron reflejado este
hallazgo en un analisis del secretoma de T. reesei mediante la delecion de cuatro genes
principales de celulasas: cbh1, cbh2, egl1y egl2. Esto resulté en una mayor produccion
de otras enzimas lignoceluloliticas en comparacion con la cepa parental, indicando que
cuando se eliminan los principales genes de las enzimas celulasa, se producen otras
enzimas en niveles mas altos.

En estos casos también hay que tener en consideracion que los transformantes
con multiples copias de un mismo gen en hongos filamentosos, aunque resultan en
mayores niveles de produccion de proteina, puede haber variaciones considerables en
los niveles de producciéon entre transformantes con numero de copias de genes
comparables. Esto quiere decir que, ademas del nimero de copia de genes, el sitio de
integracion también puede afectar a la expresion de genes y, por tanto, a los niveles y
la eficacia de producién de proteinas (Verdoes y col., 1995).

Estos datos reportados por otros grupos junto con los resultados obtenidos en
esta tesis fundamentan que el planteamiento adoptado en este trabajo para optimizar
un coctel enzimatico para unas determinadas condiciones es adecuado. Es decir, la
eliminacion de enzimas con alta representacion en el céctel enzimatico y que no
contribuyan a la eficiencia de hidrdlisis o que sean enzimas prescindibles o con actividad
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redundante puede favorecer la producion y secrecién de otras enzimas que si lo son,
aumentando de esa manera el rendimiento de sacarificacion.

En vista de la dificultad que supone la optimizacion de un coctel enzimatico para
aplicaciones especificas, un diseno apropiado para el desarrollo de cepas con este
objetivo puede ser la combinacion de ambas estrategias de manera racional, es decir,
la combinacion de la sobreexpresion de actividades necesarias limitantes y la
eliminacion de aquellas prescindibles. Ademas una linea de desarrollo interesante seria
contectar la investigacion del bioproceso de produccién de proteinas con estudios de la
capacidad de secreccion del microorganismo.

5.4. Mejora de la actividad de la enzima Bgl1 producida por M. thermophila C1

Las enzimas B-glucosidasas (BGL) son esenciales para una hidrdlisis eficiente de
biomasa celuldsica ya que actuan hidrolizando la celobiosa a monémeros de glucosa
impidiendo ademas la inhibicion por celobiosa de otras celulasas (Sorensen y col.,
2013). Sin embargo, como ya se adelant6 en la Introduccion, las BGL pueden llegar a
ser el cuello de botella del proceso a concentraciones elevadas de sustrato (celobiosa)
o de producto (glucosa). Desafortunadamente, la mayoria de las BGL fungicas
caracterizadas funcionan mejor a bajas concentraciones de sustrato, con valores de Km
descritos entre 1-3 mM para la celobiosa (Bohlin y col., 2013; Kawai y col., 2004;
Christakopoulos y col., 1994). Por otro lado, las BGL son inhibidas por su propio
producto, la glucosa, con valores encontrados de Ki entre 1-10 mM (Xiao y col., 2004;
Bonhlin y col., 2010) limitando también su aplicacién en la industria. Mediante estrategias
de mejora, se han identificado BGL tolerantes a la glucosa en diferentes especies
fungicas como Aspergillus (Gunata y col., 1999), Penicillium (Ramani y col., 2015) y
Trichoderma (Guo y col., 2016), aunque el mecanismo de tolerancia a glucosa todavia
no se conoce con claridad. Ademas de la sensibilidad a la glucosa, la inhibicion de la
actividad hidrolitica se observa con frecuencia a concentraciones de sustrato por encima
de la Km, donde se producen reacciones de transglicosilacion. Esta reaccion ocurre
simultaneamente a la reaccion de hidrélisis. El equilibrio entre la hidrdlisis y la
transglicosilacién  tiene importantes consecuencias para las aplicaciones
biotecnoldégicas. En el contexto de la sacarificacion de celulosa o biomasa, la
transglicosilacion conduce a una disminucion en el rendimiento de produccion de
azucares fermentables. Este es el caso de la Bgl1 de M. thermophila C1, la cual se sabe
que tiene una actividad hidrolitica reducida a elevadas concentraciones de celobiosa
debido a su alta actividad de transglicosilacion. Ademas, esta enzima también muestra
inhibicion competitiva por el producto glucosa a altas concentraciones (Benitez, 2017),
fendmeno muy comun en la inhibicion de las BGL por glucosa.

Otras enzimas BGL de diferentes especies de hongos han sido estudiadas en su
papel de transglicosilacion como por ejemplo una BGL de Fusarium oxysporum
(Christakopoulos y col., 1994) y otra recientemente de Trichoderma harzianum (Florindo
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y col., 2018). Un estudio muy completo sobre esta funcion fue el realizado por Bohlin y
col. (2013) con enzimas BGL de diferentes especies (A. fumigatus, A. niger, A. oryzae,
N. crassa, entre otros) y analizaron en todas ellas las actividades simultaneas de
hidrdlisis y transglicosilacion. Demostraron que la tasa del proceso hidrolitico, que
convierte una celobiosa en dos moléculas de glucosa, disminuye conforme aumenta la
concentracion de sustrato. En la concentracion de sustrato mas alta investigada (100
mM de celobiosa), la actividad hidrolitica para las diferentes enzimas disminuyé entre
un 10 y un 55% con respecto a su valor maximo. Esta disminucion en el proceso de
hidrdlisis era consecuencia del incremento de la transglicosilacion, que convierte dos
celobiosas en una glucosa y un trisacarido. Por tanto, concluyeron que la ralentizacion
de la actividad hidrolitica a altas concentraciones de sustrato solamente dependia de un
incremento en la actividad de transglicosilacion y no una inhibicion que retrasara el
proceso catalitico.

En la hidrdlisis industrial de biomasa se llevan a cabo sacarificaciones con alta
carga de sélidos y se generan altas concentraciones de glucosa y celobiosa que pueden
inhibir significativamente las BGL. Evitar esta fuerte reduccion en la actividad hidrolitica
a concentraciones altas de sustrato es crucial para la optimizacion del proceso y
aumentar el rendimiento final.

En base a esto y a que la enzima Bgl1 muestra un elevado perfil de
transglicosilacion, se decidié buscar una variante de esta enzima con baja capacidad
transglicosilante mediante una estrategia de mutagénesis. El objetivo principal de la
mutagénesis era reducir la capacidad de transglicosilacién sin afectar a la actividad
hidrolitica de la B-glucosidasa per se.

Cabe mencionar que, aunque la propiedad de transglicosilacion de las BGL es
una actividad perjudicial para la aplicacion industrial de produccién de bioetanol de
segunda generacion, algunas BGL con esta actividad pueden usarse para sintetizar y
producir oligosacaridos de alto valor afadido para otras aplicaciones, como por ejemplo
los galactooligosacaridos, que son compuestos prebiodticos que estimulan el crecimiento
de bacterias intestinales beneficiosas (Hassan y col., 2015).

5.4.1. Busqueda de una enzima Bgl1 mutante con baja capacidad de
transglicosilacion

Como parte del programa de mejora del coctel enzimatico producido por M.
thermophila C1 se plante6 el reto de obtener una enzima Bgl1 con baja capacidad de
transglicosilacion sin afectar a su actividad hidrolitica. La estrategia elegida para
conseguir este objetivo fue la evolucién dirigida de la enzima mediante mutagénesis
aleatoria para la generacion de librerias génicas y la posterior exploracion de las
propiedades deseadas. El uso de la evolucion dirigida para modificar las celulasas para
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aplicaciones industriales se ha demostrado en multiples casos, como por ejemplo en
CBH (Ito y col., 2012), en EG (Wang y col., 2005) y en BGL (Batra y col., 2013; Pei y
col., 2011), donde los objetivos de mejora mas habituales han sido el incremento de la
estabilidad térmica, la actividad a elevadas temperaturas y la modificacion del pH
optimo.

Las librerias génicas creadas mediante mutagénesis aleatoria permiten
identificar mutaciones beneficiosas cuando no se tiene informacion estructural o cuando
tales mutaciones son dificiles de predecir a partir de la estructura de la proteina para
una funcién determinada. En el caso de la Bgl1, dado que no se conocian cuales eran
los aminoacidos implicados en la funcidon de transglicosilacion esta estrategia se
consider6é como la mas adecuada para abordar la mejora de este fenotipo, gracias a su
independencia del conocimiento de la estructura proteica o de la interaccién entre la
enzima y el sustrato.

De manera general, la mutagénesis aleatoria se considera una estrategia
adecuada para llevar a cabo experimentos de evolucion dirigida y modificar las proteinas
para mejorar o alterar sus caracteristicas. Los requisitos mas importantes a la hora de
desarrollar esta estrategia son:

- Un organismo hospedador adecuado para la expresion funcional de la enzima
a optimizar.

- Un método de generacion de diversidad génica lo suficientemente variado
como para afrontar el estudio de manera eficaz.

- Un disefo eficiente y solido del método de exploracion (screening) para
seleccionar de manera fiable la caracteristica enzimatica de interés.

5.4.1.1. M. thermophila C1 como hospedador para la expresiéon funcional

Histéricamente, los organismos hospedadores mas utilizados en experimentos
de evolucion dirigida han sido E. coliy S. cerevisiae por su eficiencia de transformacion
y su tasa de crecimiento. Sin embargo, la expresion de enzimas fungicas en estos
organismos tiene una complicacion afiadida y es que, muchas de estas enzimas durante
su expresion pueden sufrir modificaciones postraduccionales como la glicosilacion, el
procesamiento proteolitico y, ademas, muchas de ellas se secretan al medio
extracelular. En este sentido, E. coli no es un buen candidato para hospedar enzimas
fungicas debido a que su sistema de expresién esta limitado en este aspecto y pueden
causar bajos niveles de expresion, plegamiento inadecuado y generar cuerpos de
inclusion. Por su parte, la levadura S. cerevisiae tiene una maquinaria celular mas
préxima a la del hongo y ha sido profusamente utilizada como organismo hospedador
para expresar enzimas fungicas. La levadura tiene la ventaja de que posee una
maquinara de expresién eucariota y tiene la habilidad de glicosilar y secretar proteinas
al medio. Un ejemplo de evolucién dirigida llevada a cabo en S. cerevisae es el descrito
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por Larue y col. (2016) sobre una BGL de A. niger con el objetivo de obtener una variante
mejorada en su capacidad de hidrdlisis de biomasa celulésica. Sin embargo, la
utilizacion de levaduras para la evolucion de enzimas de hongos filamentosos posee
limitaciones importantes como el bajo nivel de expresién y el diferente patron de
glicosilaciéon que afecta a la actividad de la enzima.

Teniendo en cuenta estas limitaciones y dado que se dispone de un sistema de
transformacion eficiente para M. thermophila C1, se decidié realizar la expresion
funcional de los mutantes de bg/71 en el mismo organismo productor, utilizando la cepa
AB1 debido a su bajo nivel de Bgl1 enddgena, para evitar interferencia con la deteccién
de las versiones mutadas. Esto facilitaria ademas mantener las modificaciones post-
traducionales necesarias y asegurar la correcta y abundante secrecion de la enzima.
Aunque los hongos filamentosos no han sido frecuentemente utilizados para afrontar
este tipo de experimentos, los avances en las técnicas de transformacion y en los
meétodos de screening estan haciendo visible su enorme potencial para ser empleados
como huéspedes en la expresion de genes heterdlogos (Record y col., 2002; Selig y
col., 2008; Singh y col., 2015).

5.4.1.2. Generacion de librerias de mutantes de bg/1

La enzima Bgl1 de M. thermophila C1 tiene una secuencia génica que consta de
2613 pb y codifica un polipéptido de 870 aminoacidos que conforman un dominio N
terminal, un dominio C terminal y un dominio tipo fibronectina tipo Il (Zhao y col., 2015).
Los primeros 19 aminoacidos corresponden a un péptido sefal que dirige a la
preproteina hacia la ruta de secrecion y que es procesado posteriormente dando lugar
a la proteina extracelular madura.

En la presente Tesis Doctoral se planted la generacién de librerias de mutantes
del gen bgl/1 mediante mutagénesis al azar usando la PCR propensa a errores. Esta es
una técnica de mutagénesis aleatoria para generar sustituciones de aminoacidos en
proteinas, dominios u otros elementos como promotores mediante la introduccion de
mutaciones durante la PCR. Sin embargo, esta puede ser una técnica laboriosa y dificil
debido a la generacién de mutaciones en los extremos que interfieran en la clonacién
basada en restriccion y/o debido a una sintesis ineficaz de las secuencias completas.

En este trabajo, la utilizacién del kit de mutagénesis GeneMorph Il EZClone
Domain mutagenesis para la construccion de las librerias permitié generar mutaciones
aleatorias en la secuencia de interés y generar una libreria completa sin necesidad de
sitios de restriccion o subclonacién. Para ajustar la frecuencia de mutaciones deseada
so6lo se necesité variar la cantidad de ADN de entrada afadida a la reaccién y para evitar
mutaciones en el péptido sefial y en el codén de terminacion del gen bgl1, se usaron
oligonucledtidos que amplificaban el gen bg/1 excluyendo ambas secuencias. El uso de
los productos de PCR mutados como cebadores para la amplificacion del plasmido
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completo original en una segunda reaccion de PCR permitieron sustituir el paso de
subclonacion realizado en la generacion de genotecas clasicas. Esto tiene ademas la
ventaja de minimizar las mutaciones secundarias no deseadas durante el proceso de
clonacion. Por otro lado, una digestién de las reacciones finales de PCR con la enzima
Dpnl capaz de reconocer ADN metilado permitié eliminar el ADN parental utilizado como
molde y asi reducir el porcentaje de transformantes con el gen nativo sin mutar.

El éxito en la optimizacién de una proteina mediante mutagénesis al azar depende
en gran parte de su calidad, es decir, de la frecuencia y el tipo de mutaciones
introducidas y del tamafio de la genoteca, que debe ajustarse a la capacidad de
screening (Alcalde, 2012). En cuanto a la frecuencia de mutacién, para el estudio de la
relacion estructura-funcion lo ideal es generar un uUnico cambio de aminoacido
permitiendo identificar el papel de cada mutacion en las propiedades de la enzima. Sin
embargo, para estudios de modificacién de actividad de enzimas se suelen utilizar
frecuencias mayores, induciendo de 1-4 cambios de aminoacidos lo que implica de 2-7
sustituciones nucleotidicas (Cirino y col., 2003).

No obstante, hay que tener en cuenta la degeneracion del cédigo genético ya
que el cambio de un nucleétido no siempre se traduce en un cambio de aminoacido.
Dependiendo del tipo de mutacién génica introducida, en la proteina podemos encontrar
mutaciones silenciosas donde el cambio de nucledtido o nucledtidos da lugar a tripletes
que codifican para el mismo aminoacido y no produce cambio en el fenotipo. Por otro
lado, existen otro tipo de mutaciones deletéreas que conllevan a que la proteina pierda
su funcion como las mutaciones de cambio de sentido o las mutaciones sin sentido
donde la mutacién da lugar a un triplete de terminacion.

Teniendo en consideracion que la mayoria de las mutaciones son neutras o
deletéreas, las mutaciones beneficiosas que permitan adquirir la propiedad enzimatica
deseada son poco frecuentes (Vanhercke y col., 2005). De aqui la importancia de la
eleccion de una frecuencia de mutaciéon adecuada. Una frecuencia de mutacion muy
baja conlleva la presencia de mayor niumero de mutaciones silenciosas y por tanto
numerosas versiones nativas del gen lo que puede conllevar la necesidad de un
screening mas amplio. Por otro lado, una frecuencia de mutacién muy alta aumenta la
presencia de mutaciones perjudiciales y de la pérdida de funcion de la proteina. Las
frecuencias de mutacion elegidas en este trabajo fueron de 0-2,5 mutaciones por gen
en la libreria Ay de 2,5 a 8 mutaciones por gen en la libreria B. Por otro lado, el tamafio
de estas librerias fue de 150.000 transformantes para la libreria A 'y de 170.000 para la
libreria B.
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5.4.1.3. Método de screening y seleccidon de variantes mejoradas de bgl1

El disefio de un sistema de exploracién sensible y reproducible que permita
detectar variaciones en la funcién o propiedad deseada es probablemente el factor mas
importante. En este sentido, se disefidé un procedimiento para la deteccion de variantes
de Bgl1 que nos permitia seleccionar en un mismo mutante las dos propiedades
deseadas: (1) actividad de transglicosilacién reducida y (2) actividad hidrolitica mejorada
o no afectada, tomando siempre como referencia la Bgl1 nativa sin mutar.

En concreto, este procedimiento consisti® en un ensayo que estimaba la
capacidad de transglicosilacion de los mutantes Bgl1 de forma indirecta midiendo su
actividad hidrolitica BGL sobre pNGP en presencia y ausencia del sustrato celobiosa,
que es el aceptor preferente en la actividad transglicosilasa de esta enzima. Dicho de
otra forma, la actividad hidrolitica sobre pNGP en presencia de celobiosa se utilizé como
indicador de la capacidad de transglicosilacion.

De esta manera, se determind la actividad transglicosilante de cada mutante
mediante el porcentaje de disminucion de actividad hidrolitica en presencia del sustrato
celobiosa en comparacion con la Bgl1 nativa. Ademas, el sistema de screening de alto
rendimiento en microplaca en fase liquida permiti6 medir de manera cuantitativa y
reproducible la actividad de una gran cantidad de transformantes.

En cuanto al criterio de seleccién de los mutantes, se establecié un rango de
porcentaje de actividad en base a la capacidad hidrolitica que eran capaces de mantener
en presencia de celobiosa en comparacion con la misma actividad en ausencia de
celobiosa. El rango establecido fue de 30-70% de mantenimiento de actividad hidrolitica
en presencia de celobiosa en comparacion con su actividad hidrolitica en ausencia de
este sustrato. Los resultados se expresaron en porcentaje de actividad relativa y siempre
con un control interno de actividad de Bgl1 nativa en las mismas condiciones para su
comparabilidad. Este criterio de seleccion se establecié en base a estudios previos
donde se determiné que la actividad hidrolitica de la enzima Bgl1 nativa caia hasta
alrededor de un 10% en presencia de celobiosa 5,5 mM.

En el proceso de busqueda de mutantes Bgl1 con actividad transglicosilante
reducida, se exploraron 6900 clones. Entre todos los transformantes analizados, uno
de ellos mostré una capacidad hidrolitica del 62% en presencia de celobiosa 5,5 mM, el
transformante denominado 31L2D. Todos los transformantes seleccionados en la
primera ronda del screening en microplaca se comprobaron en una segunda ronda de
ensayos en microplaca. La producciéon de proteinas de los mejores transformantes,
incluido 31L2D, también se realizé a escala de produccion en matraz y se confirmé que
el transformante 31L2D mostraba el mejor perfil de acuerdo a las condiciones de
screening. En concreto, este transformante mostré una mejora en las dos propiedades
buscadas en este andlisis con respecto a la enzima nativa: (1) mostré un 62% de
actividad BGL hidrolitica en presencia de celobiosa indicando una reduccién de su
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actividad de transglicosilaciéon y (2) mostré ser mas activo sobre pNGP que la cepa
silvestre indicando un favorecimiento de la actividad hidrolitica al reducirse el efecto
inhibitorio por celobiosa (Figura 42 de Resultados).

5.4.2. La variante con baja actividad de transglicosilacion Bgl1 Q211H

La determinacion de la secuencia del gen bgl/1 expresado en 31L2D permitio
identificar una Unica mutacion en la posicion 633 de la secuencia de nucleétidos, donde
una guanina del gen nativo fue sustituida por una timina en bg/7 mutado. Esta mutacion
provocd un unico cambio de aminoacido en la secuencia de proteina, una glutamina (Q)
en el residuo 211 de la preproteina nativa se habia sustituido por histidina (H), dando
lugar a la mutacién Q211H.

Con el fin de confirmar el fenotipo de actividad de transglicosilacion baja
observado en la cepa 31L2D, se transform6 de nuevo este gen mutado en AB1. La
transformacion, deteccién selectiva y medicion de la actividad BGL se llevaron a cabo
de la misma forma. Todos los transformantes que expresaban Bgl1 Q211H mostraron
la misma actividad de transglicosilacién baja que la cepa 31L2D confirmando de esta
manera que la variante de Bgl1 encontrada tiene un perfil de actividad hidrolitica
mejorado.

En cuanto al analisis del tipo de mutacion generada, se sabe que la sustitucion
del aminoacido Q por el aminoacido H en la posicidon 211 es una sustitucidon conservativa
ya que ambos tienen propiedades fisicoquimicas similares. La glutamina se clasifica
como un aminoacido polar sin carga mientras que la histidina es un aminoacido polar
con carga y suele ser el catalizador acido-base por excelencia (Figura 50).
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Figura 50. Sustitucién de aminoacido Q por H en la secuencia de proteinas de Bgl1. Se muestra

la estructura quimica de los aminoacidos implicados.
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A veces, las sustituciones conservativas dan lugar a mutaciones neutras, es decir,
que el cambio de aminoacido por otro con propiedades similares no altera la funcién de
la enzima analizada. En este caso, aunque todavia no esta claro el papel que tiene esta
posicion en la estructura y funcién de esta proteina, si se puede afirmar que la
sustitucion del residuo Q en la posicion 211 por una H tiene una implicacion en la
disminucion de la capacidad de transglicosilacion de la enzima y de la mejora en su
funcion de hidrdlisis.

Recientemente, Larue y col. (2016) establecieron la importancia funcional del
aminoacido en la posicion 305 en una BGL de la familia GH3 para la reduccién de la
actividad de transglicosilacion. En concreto, aplicaron una estrategia de evolucion
dirigida sobre una Bgl1 de A. niger, usando como huésped la levadura S. cerevisiae.
Tras llevar a cabo un estudio funcional de una libreria de mutantes de esta enzima,
identificaron una variante con una sustituciéon en el residuo 305 de tirosina (Tyr, Y) por
cisteina (Cys, C) que produjo un cambio significativo en los parametros cinéticos frente
al sustrato sintético pNGP vy el sustrato natural celobiosa. Esta variante mostré una
reduccion de la actividad de transglicosilacién a altas concentraciones de sustrato
favoreciendo su reaccion hidrolitica.

Por otro lado, utilizaron mutagénesis dirigida para analizar otras sustituciones en
ese residuo 305 y encontraron que otros grupos funcionales pequefios (Gly, Ala y Val)
causaron una disminucion de inhibicion similar a la de la sustitucion Y305C. Sin
embargo, alineamientos con otras BGL de otros organismos mostraron que la posicién
305 es el residuo menos conservado en el sitio activo. Para aclarar esto, un estudio
comparativo de varias BGL mostré que las actividades hidroliticas y transglicosilasas
pueden variar significativamente entre enzimas BGL con sitios activos muy similares.

Con el fin de determinar si el residuo 211 estaba implicado en las actividades
hidroliticas o de transglicosilacion se investigd la ubicacion relativa de este en algunas
de las BGL de la familia GH3 que han sido evaluadas en su capacidad de
transglicosilacion mediante un alineamiento de sus secuencias de proteinas. Como se
muestra en la Figura 51, el aminoacido glutamina (Q) es un residuo conservado en todas
las secuencias analizadas excepto para N. crassa. Esto podria estar relacionado con el
estudio de Bohlin y col. (2011) donde se dedujo que la actividad hidrolitica de la BGL de
esta especie se veia débilmente afectada por la actividad de transglicosilacion.
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Figura 51. Alineamiento de secuencia de aminoacidos de la enzima Bgl1 de M. thermophila C1
con otras BGL de la familia GH3 estudiadas en su actividad de transglicosilacion. Alineamiento
realizado con el programa Clustal Omega (Sievers y col., 2011). Los residuos alineados en la
posicion 211 de M. thermophila, se encuentran resaltados en amarillo. Los residuos alineados
en la posicién 305 de A. niger se encuentran resaltados en azul.

Por otro lado, dado que la secuencia de aminoacidos de la enzima Bgl1 presenta
una identidad del 60% con la BGL de A. niger, en este mismo alineamiento se ha
analizado la conservacion de la posicién 305 de A. niger en M. thermophila y en las
demas BGL analizadas. Como se observa en la Figura 51, la fenilalanina (Phe, F) fue el
aminoacido mas prevalente, incluido en la BGL de M. thermophila, mientras que la
tirosina solo estaba presente en la BGL de A. niger. Este mismo fue el resultado del
alineamiento realizado por Larue y col. (2016) que encontraron s6lo un homoélogo de
Rhizopus oryzae con una tirosina en esa posicion. La variante Y305F también fue
probada por este grupo y mostré un perfil cinético casi idéntico al de la enzima nativa.
Esto puede ser debido a que ambos aminoacidos tienen propiedades muy similares y
las diferencias en funcion sélo se ve con grupos de aminoacidos pequefios como la
cisteina, glicina, valina o alanina.

Todos estos resultados en conjunto nos ponen de manifiesto que la actividad de
transglicosilacion es funcionalmente significativa en los sistemas de celulasas naturales
y que posiblemente siga habiendo un margen de mejora para la reduccion de esta
actividad en Bgl1 de M. thermophila C1, mediante la modificacion puntual de otros
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aminoacidos con potencial implicacion en la cinética de inhibicion por altas
concentraciones de sustrato. Una de las técnicas con mas potencial en evolucion
dirigida es la de acumular y combinar mutaciones puntuales beneficiosas en el mismo
gen hasta adquirir la propiedad deseada (Kuchner y Arnold, 1999).

Un futuro estudio para probar la importancia funcional en la actividad de hidrdlisis
y transglicosilacion de esta posicion seria la sustitucion del aminoacido Q211 por otras
variantes de aminoacidos con diferentes propiedades quimicas. Estos experimentos
podrian realizarse mediante mutagénesis dirigida y podrian ser analizados de forma
eficiente por el método aqui descrito. Por otro lado, estudios en la estructura
tridimensional para mapear la posicion hipotética de la sustitucion identificada ayudaria
a entender la importancia y la implicacién de esta posicion en la funcion de la proteina.

5.4.3. Andlisis comparativo de Bgl1 Q211H mutante y Bgl1 nativa

Para el analisis comparativo de la enzima mutante Bgl1 Q211H y la enzima Bgl1
nativa se utilizaron ambas enzimas purificadas. En primer lugar, se comprobé como
ambas muestras tenian el mismo tamano molecular correspondiente a 116 kDa (Figura
45). Hay que destacar que estas son las versiones glicosiladas de las enzimas ya que
de acuerdo con la secuencia de Bgl1 cabe esperar que esta enzima tenga un tamafo
molecular de 93 kDa. Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, las enzimas
glicésido hidrolasas fungicas, como es el caso de Bgl1, suelen sufrir glicosilaciones
durante su produccion que modifican su tamafio molecular.

El andlisis comparativo se realizd a nivel de caracterizacion cinética de la
actividad hidrolitica, de estudios de transglicosilacion y de estudios térmicos.

5.4.3.1. Caracterizacion cinética de la actividad hidrolitica de Bgl1 Q211H

Las BGL purificadas fueron caracterizas en términos de su actividad enzimatica
(Vmax) afinidad por el sustrato (Km) y efecto sobre la actividad enzimatica del producto
final glucosa. Los resultados obtenidos probaron que no habia un impacto directo de la
mutacion sobre la afinidad por el sustrato (Km) pero se considerd un impacto ligeramente
significativo sobre la reduccion de la dosis para la actividad enzimatica (Vmax). La
proteina mutante Bgl1 Q11H mostré un incremento del 25% de actividad especifica BGL
en comparacion con la Bgl1 nativa. Este ensayo con las enzimas purificadas confirmé
el resultado anterior que mostraba a Bgl1 Q211H mutante como una enzima mas activa.

Para la mayoria de las BGL, la glucosa es un potente inhibidor competitivo (Xiao
y col., 2004; Bohlin y col., 2010) y también lo es para la Bgl1 (Benitez, 2017). Los
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ensayos en presencia de diferentes concentraciones de glucosa mostraron un perfil de
inhibicion competitiva similar en ambas proteinas purificadas, como era de esperar.

5.4.3.2. Actividad de transglicosilacion de Bgl1 Q211H

La capacidad de transglicosilacion de ambas enzimas se determind de forma
indirecta mediante la medida de actividad hidrolitica sobre el sustrato pNGP en
presencia de concentraciones crecientes de celobiosa. Se determiné una menor
capacidad de transglicosilacion para la enzima mutante Bgl1 Q211H en comparacién
con la Bgl1 nativa que mostr6é una alta capacidad de transglicosilacion (Figura 46 de
Resultados).

La correlacién entre estos ensayos indirectos y la capacidad de transglicosilacion
real se comprobd mediante la medicion de la formacion real de oligémeros por HPLC en
un ensayo de actividad hidrolitica de ambas enzimas en presencia de celobiosa. Este
ensayo permitié determinar el porcentaje relativo de cada azucar (glucosa, celobiosa y/o
celotriosa) en la concentracion total de azucares presentes en la mezcla final de
reaccion.

El producto de hidrdlisis de celobiosa liberado por las BGL es el monémero de
azucar glucosa. La celotriosa solo se puede formar como producto de una reaccion de
transglicosilacién en la cual una molécula de celobiosa actua como aceptor para la
glucosa retenida en el sitio activo de la enzima Bgl1. La celobiosa presente en la mezcla
puede ser el resultado de (1) sustrato no hidrolizado que permanece en la mezcla de
reaccion o (2) el producto de una reaccién de transglicosilacion, siendo la glucosa tanto
el aceptor como el donante.

En la mezcla de reaccién de Bgl1 Q211H se determind una concentracion
significativamente menor de celobiosa y mayor de glucosa en comparacion con la Bgl1
nativa. Ademas, no se detectd la formacion de celotriosa mientras que en la mezcla de
reaccion de Bgl1 nativa se determindé un 2,5% de este azucar (Figura 47). Estos
resultados evidencian la capacidad reducida de transglicosilacion de la enzima Bgl1
Q211H mutante al mismo tiempo que demuestra una actividad hidrolitica mejorada a
concentraciones elevadas de celobiosa.

5.4.3.2. Estabilidad térmica de Bgl1 Q211H

En las condiciones estandar de proceso industrial (alta temperatura y solidos
totales elevados) se necesitan enzimas termorresistentes y estables. Las mutaciones y
los cambios de aminoacidos en las enzimas, aunque sean beneficiosas para la funcion
deseada puede afectar a otras propiedades de la enzima. En este sentido, se determind
la estabilidad térmica de la enzima mutante Bgl1 Q211H, en comparacion con la Bgl1
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nativa, mediante la determinacion de la temperatura de desnaturalizacion y la resistencia
térmica en condiciones de hidrdlisis de la biomasa. En cuanto a la temperatura de
desnaturalizacion, no se observaron diferencias significativas entre Bgl1 Q211H y Bgl1
nativa siendo la temperatura media de desnaturalizacién (T12) de ambas enzimas
holgadamente superior a 50 °C (temperatura estandar del proceso de hidrdlisis de
biomasa). En concreto, Bgl1 Q211H mostré una T12 de 62°C muy similar a la de la
enzima nativa que fue de 65 °C. Este resultado confirmé que la enzima Bgl1 Q211H
mutante seguia manteniendo la propiedad de termorresistencia de su enzima nativa. Al
mismo tiempo, se confirmd que esta variante de Bgl1 se mantenia estable y permanecia
activa tras 72 horas a temperatura de proceso de hidrdlisis incluso un 10% mas por
encima de la actividad que mostro la Bgl1 nativa (Figura 48 y 49 de Resultados).

Por tanto, la variante de Bgl1 encontrada, Bgl1 Q211H, parece una candidata
adecuada para solventar las limitaciones que suponia esta enzima a concentraciones
elevadas de sustrato.
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6. CONCLUSIONES

1. Se ha logrado la delecion del gen chi2 que codifica para la enzima no celulolitica
quitinasa 2 en M. thermophila C1 utilizando la estrategia de delecion dirigida
mediante el disefio de un casete de delecion con el marcador de seleccion amdS.
La cepa AB2 Achi2 se identific6 con éxito mediante analisis genético y perfil
protéico del céctel producido por esta cepa modificada.

2. La delecién del gen chi2 y, por tanto, la eliminacion de la enzima quitinasa 2 del
céctel enzimatico producido por M. thermophila C1 resulté en la produccion de un
coctel mas eficiente y de mayor calidad en las condiciones de hidrdlisis y del
sustrato utilizado. En concreto, se tradujo en un incremento del 15% del
rendimiento de liberacién de glucosa durante el proceso de hidrélisis de PCS en
las condiciones de reaccioén industrial.

3. Se confirmé que la expresion de la enzima no celuldlitica quitinasa 2 era
prescindible en el céctel enzimatico de hidrdlisis de PCS ya que no contribuia a la
eficiencia del rendimiento de liberacion de azucares. La eliminacion de esta
enzima con significativa presencia extracelular dié lugar a mayor representaciéon
del resto de las enzimas y, en consecuencia, mayor eficiencia de hidrdlisis
enzimatica aparentemente debido a la redistribucion de la capacidad de
produccion y secrecion del hongo favoreciendo mayor representacion de las
enzimas eficientes.

4. Se ha logrado la delecion del gen endoglucanasa 6 que codifica para la enzima
celulolitica endoglucanasa 6 en M. thermophila C1 utilizando la estrategia de
delecion dirigida mediante el disefio de un casete de delecion con el marcador de
seleccién amdS. La cepa AB2 Achi2 Aeg6 se identificd con éxito mediante analisis
genético y perfil protéico del coctel producido por esta cepa modificada.

5. Ladelecion del gen eg6 y, por tanto, la eliminacion de la enzima endoglucanasa 6
del coctel enzimatico producido por M. thermophila C1 resultd en la produccion de
un coéctel mas eficiente y de mayor calidad en las condiciones de hidrdlisis y del
sustrato utilizado. En concreto, se tradujo en un incremento del 10% del
rendimiento de liberaciéon de glucosa durante el proceso de hidrélisis de PCS en
las condiciones de reaccion industrial.

6. Se confirm6é que la enzima -celulolitica endoglucanasa 6 se identificd
correctamente como celulasa con una actividad redundante y con menor actividad
en relacion a la actividad celulolitica que presenta otra enzima similar presente en
el coctel, la endoglucanasa 2. La eliminacion de esta enzima con significativa
presencia extracelular di6 lugar a mayor representacion del resto de las enzimas
y, en consecuencia, mayor eficiencia de hidrélisis enzimatica aparentemente
debido a la redistribucién de la capacidad de produccién y secrecion del hongo
favoreciendo mayor representacion de las enzimas eficientes.
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7.

10.

11.

Se demostré que el planteamiento presentado en esta Tesis Doctoral para la
mejora del coctel enzimatico mediante la eliminacién del fondo de proteina no
funcional o redundante para la hidrolisis de PCS ha permitido optimizar el coctel
enzimatico producido por M. thermophila C1 para este sustrato. Esta estrategia es
un punto de partida idoneo hacia la ingenieria y el disefio de mezclas enzimaticas
optimas para diferentes aplicaciones biotecnoldgicas.

Se encontré una variante de la enzima Bgl1 de M. thermophila C1 con capacidad
de transglicosilacion reducida para la hidrdlisis del material celulésico PCS
mediante una estrategia de evolucién dirigida usando mutagénesis aleatoria y la
posterior exploracién de la propiedad deseada. Para ello se disefiaron y generaron
dos librerias de mutantes del gen bg/7 mediante mutagénesis al azar. Asimismo,
se disend un procedimiento de exploracion en formato high-throughtput basado
en la estimacién de la capacidad de transglicosilacion de forma indirecta mediante
la determinacion de la actividad hidrolitica sobre pNGP en presencia de celobiosa.

Tras la exploracion de 6900 clones, se selecciond la mejor variante, el mutante
31L2D con una capacidad hidrolitica del 62% en presencia de celobiosa. Su
secuencia de aminoacidos presentd una unica mutacion que dio lugar a la
sustitucién del aminoacido glutamina por el aminoacido histidina en la posicién
211 (Q211H).

La variante Bgl1 Q211H mostré un incremento del 25% de actividad especifica
BGL en comparacion con la Bgl1 nativa. Asimismo, la medicién del porcentaje
relativo de cada azucar tras la reaccion enzimatica confirmé la reduccién de la
capacidad real de transglicosilaciéon de la enzima mutante Bgl1 Q211H mostrando
una concentracion significativamente menor de celobiosa y mayor de glucosa en
la mezcla final de reaccion.

Se confirmé que la mutacion no afecté a la estabilidad térmica de la enzima. La
enzima mutante Bgl1l Q211H demostré tener una temperatura media de
desnaturalizacion y una resistencia térmica muy similar a la de su enzima nativa
en condiciones estandar de hidrdlisis.
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