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INTRODUCCION

El proyecto OXIPRO tiene como objetivo el disenno de un proceso, desde |la mejora computacional de la enzima, la optimizacion de la expresion de la enzima, hasta la
implementacion de un sistema enzimatico con oxidorreductasas como alternativa sostenible al proceso de tratamiento industrial de fibras de algoddn. La enzima de
estudio, la N-acetil glucosamina oxidasa L251R es capaz de oxidar los carbohidratos liberados durante el tratamiento del algodon produciendo peroxido de hidrogeno

para el tratamiento in situ del algoddn [1].

Se desarrolla un proceso de produccion de la enzima en cultivo de alta densidad celular con |la cepa de Escherichia coli M15AglyA en un sistema libre de antibioticos
[2]. Ademas, se detalla el mecanismo de purificacion e inmovilizacion en un solo paso mediante la fusién de |la enzima a celulose binding module 3 (CBM3) para la
inmovilizacion en celulosa [3]. En este caso de estudio, ademas, la inmovilizacion y purificacion sobre celulosa presenta mayor especificidad que la purificacion por
cola de histidinas permitiendo eliminar las catalasas producidas por E. coli que son capaces de metabolizar el peréxido de hidrogeno producido.

MATERIALES Y METODOS PRODUCCION EN DISTINTOS PURIFICACION E INMOVILIZACION
CLONACION Y TRANSFORMACION SISTEMAS DE EXPRESION Equipo: AKTA FPLC

Inserto: His-SUMO-CBM3 / His-SUMO Frem /\ FED-BATCH | Tampon: Lisis 100 mM kPi, 500 mM NaCl pH 7.5
o, NagOXL251R MATRAZ oH: 7,0 Relacién 1:10 soporte:lisado

Cepa: E. coli DH5a 200rpm -~ BATCH | Al ,Temperatura:Amblente
Vector: pVEF:Smal /\ 25vs30vs37°C o5 ik Temp.37/30°C|i& Wl  ANALISIS DE ACTIVIDAD

Método: SLIC / Medio Definido 00, 60% I Medio definido (& Tampdn: 50 mM Britton-Robinson R
Q 30 °C /. Solucion alimento glucosa Condiciones: pH 8.0 y 50°C /‘\ o,
HO” | "Ry

Medio definido Sustrato: 50 mM glucosa H

RESULTADOS PURIFICACION E INMOVILIZACION
CLONACION Y TRANSFORMACION La purificacion de la enzima no fusionada con CBM3 por afinidad con Sepharosa-

Niquel se lleva a cabo a una concentracion de imidazol basal de 20 mM durante el
lavado y se incrementa a 100 mM en escalon para la elucion. El resultado es una
mayor actividad catalasa y no se obtiene perdxido de hidrogeno (Figura 4).
e ey L@ purificacion se optimiza mediante un
pretratamiento térmico (60°C — 15 min.) del
lisado (Figura 3 columnas 2) aumentando la
proporcion de enzima de interés (Figura 3
columna 4). Ademas, se aumenta Ia
37 concentracion de imidazol durante el lavado

PRODUCCION EN DISTINTOS SISTEMAS DE EXPRESION a 50mM vy el incremento se realiza en
La intensificacidon del cultivo se realiza mediante una fase batch a 37°C seguido 2 gradiente favoreciendo la desorcion de la
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de una fase en fed-batch a 30°C en un volumen final de 2 L. La temperatura catalasa en las primeras etapas de la elucion
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optima de induccion se establece en matraz y se realiza una produccion en batch ,, (Figura 3 columnas 6y 7).

a la misma temperatura para establecer los datos de actividad de partida. Figura 3: Gel SDS-Page de la His-SUMO-NagOxL251R de las distintas fracciones de purificacion en Sepharosa-
Niquel. Resaltado en rojo se puede observar la presencia de catalasa HPII de E. coli en las fracciones de elucion.

La cepa utilizada en la produccion de |la enzima es E. coli M15
deficiente en el gen glyA. Este gen permite la interconversion de
la glicina con los aminoacidos L-treonina y serina.
Mediante el método SLIC (sequence- and ligation- 2so
independent cloning) la construccion His-SUMO-(CBM3)- s
Figura 1: Construccion His- NagOxL251R es clonada en el plasmido pVEF. Este vector ..
SUMO-CBM3-NagoxL251r ~ contiene el gen glyA permitiendo el mantenimiento del s
insertada en el vector pVEE.  plgsmido en un sistema libre de antibioticos. ,.,o
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. ANALISIS DE ACTIVIDAD
La produccion de peroxido de hidrogeno con la enzima His-SUMO-NagOxL251R
siguiendo el método no optimizado es practicamente nula.

Figura 2: Perfil de la produccién La aplicacion del nuevo protocolo reduce la

de la enzima His-SUMO-CBM3- . .. .
NangLZ?lR on 'Fed_BatC,, de £, 100 ratio actividad catalasa/oxidasa de 2 a 0,1

coli M15AglyA pVEF a 37 °C 6o permitiendo la acumulacion de peroxido de
durante la fase batch y 30 °C hidrdeeno (Ficsura 4
A durante la fase fed-batch, 60% & °0 5 ( 5 )
fiemeo () pO,, pH 7.0 40 Figura 4: Produccion de perdxido de hidrégeno con His-
-8-Biomasa —#-Glucosa -aActividad Enzimatica 2.0 ¢ SUMO-NagOxL251R: (¢) ratio de actividad CAT/OX de 2 y

En los tres sistemas de expresion se alcanzan niveles parecidos de actividad o (©) ratio de actividad CAT/OX de 0,1.
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especifica, pero el sistema de produccion en fed-batch incrementa la actividad Tiempo (1 ACTIVIDAD ACTIVIDAD

volumétrica 12 veces y la productividad se multiplica por 5 (Tabla 1). Finalmente, se compara la SOPORTE OXIDATIVA CATALASA

Tabla 1: Datos de actividad ACTIVIDAD  ACTIVIDAD inmovilizacion de la enzima (UA/Ecoporte) (UA/Ecoporte)

especifica, actividad volumétrica y ESTRATEGIA ESPECI’FICA VOLUMéTRICA PRO(DUUA‘C/-[I\hI;DAD fUSIonada d CBM3 en SOpOrte Sepharose — Nique| 5’4 51’3

productividad en los tres sistemas )
de expresion utilizados: matraz, (Ll HDC, Lo Sepharosa-quueI Y Perloza Perloza® MT100 19,7 0

batch y fed-batch. Matraz 322.1 753.4 68.5 mostrando que la unidon especifica N o _ ,
Tabla 2: Actividad oxidativa y catalasa de la enzima His-
Batch 296.5 1594.2 107.1 solo se da en soporte de celulosa 110 cani3-NagOxL251R inmovilizada en Sepharosa-

Fed-Batch 336.9 19250.0 574.6 (Tabla 2). Niquel y Perloza MT100.
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