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DESCRIPCION

Procedimiento de transformacion de iota-carragenano en alfa-carragenano por medio de una clase novedosa de 4S-
iota-carragenano sulfatasa.

Campo técnico

La presente invencién se refiere a un procedimiento de transformacion de iota-carragenano en alfa-carragenano por
medio de una clase novedosa de 4S-iota-carragenano sulfatasa.

La presente invencion encuentra aplicacion especialmente en la industria agro-alimentaria, farmacéutica y
cosmética.

En la descripciéon a continuacion, las referencias entre corchetes ([ ]) se refieren a la lista de referencias que se
presenta al final del texto.

Estado de la técnica

Los carragenanos son galactanos sulfatados extraidos de la pared de algas rojas marinas. Los carragenanos estan
compuesto por una sucesién de D-galactosidas Unicas alternativamente por enlaces alfa(1-3) y beta(1-4). Estos
polisacaridos anionicos se distinguen basicamente por la presencia o no de un puente 3,6 anhidro en el residuo
galactosa unido en alfa(1-3), y por su tasa de sulfatacién. Por ejemplo, las tres unidades de repeticion disacaridas -
denominadas motivo carrabiosa - que se encuentran en la mayor parte de los carragenanos explotados
industrialmente se caracterizan por la presencia de un (kappa-carrabiosa), dos (iota-carrabiosa) o tres sulfatos
(lambda-carrabiosa) (figura 1). Los carragenanos pueden estar compuestos por un motivo carrabiosa, por ejemplo, el
kappa-carragenano del alga Kappaphycus alvarezzi estd compuesto de aproximadamente el 90 % del motivo kappa-
carrabiosa y el 10 % de iota-carrabiosa. El iota-carragenano extraido de Eucheuma denticulatum esta compuesto
por el 85 % de unidades iota-carrabiosa y el 15 % de unidades kappa-carrabiosa.

Las composiciones con respecto a una unidad carrabiosa pueden ser muy variables y dependen basicamente del
origen botanico del alga. Se habla de kappa-carragenano cuando el polisacarido es rico en el motivo kappa-
carrabiosa y cuando estas propiedades fisicoquimicas son similares a las de kappa-carragenano de K. alvarezzi que
se usa a menudo como referencia. (Bixler y col., Food Hydocolloids, 15: 619-630, 2001) [1].

Se ha descrito toda una gama de estructuras intermedias de kappa/iota-carragenanos hibridos en funcién del origen
botanico de los polisacéaridos (figura 2; Bixler y col., 2001, citado anteriormente) [1]. El tipo de carragenano presente
en la pared de las algas puede también correlacionarse con la fase de vida de las algas. De hecho, en el caso de
Chondrus crispus, los gametotipos son ricos en kappa/iota-carragenanos, mientras que los espordéfitos contienen
principalmente lambda-carragenano. Las estaciones y todos los factores ambientales que pueden afectar al
crecimiento de las algas (iluminacién, temperatura, sales, etc.) también tendran un efecto sobre la estructura y la
composiciéon del carragenano. Por consiguiente, en funcion del origen y/o los procedimientos de extraccién, puede
observarse y amplio espectro de estructuras de tipo kappa-, iota- y lambda-carragenanos.

Estos polisacaridos tienen propiedades reoldgicas Unicas y se usan como agentes de textura en la industria agro-
alimentaria, farmacéutica y cosmética. Estos polisacaridos tienen un amplio espectro de propiedades funcionales
que se explican por su gran diversidad estructural. Los kappa- e iota-carragenanos tienen la propiedad de formar
genes i6n- y termo-dependientes. El kappa-carragenano formara geles rigidos en presencia de potasio, mientras que
el iota-carragenano forma geles flexibles y elasticos en presencia de calcio. La gran diversidad de estructura quimica
de los carragenanos y su hibridez natural confieren a cada extracto de alga propiedades funcionales caracteristicas.

Al afno se venden aproximadamente 50.000 toneladas de carragenanos (Bixler y Porse, J. Appl. Phycol., 2010, en
linea) [2]. Sin embargo, el tonelaje de los carragenanos explotados se limita por la cantidad de alga roja disponible.
Actualmente, se cultivan ampliamente dos especies de alga roja: Kappaphycus alvarezzi y Eucheuma denticulatum,
de las cuales se extraen kappa- e iota-carragenano, respectivamente. También se recogen numerosas algas
salvajes (no cultivadas) en gran cantidad porque sus carragenanos, de naturaleza kappa/iota-hibrida, muestran
propiedades funcionales muy interesantes. Sin embargo, una tonelada de estas algas es dos, e incluso diez veces
mas costosa que la de las algas cultivadas.

Ademas, cada aplicacién industrial corresponde a extractos de carragenanos que proceden de una especie o de
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varias especies de algas rojas. Las soluciones para satisfacer las necesidades industriales en cualquier campo
residen principalmente en la formulacion (la mezcla) de los carragenanos (Bixler y Porse, 2010, citado
anteriormente) [2].

Por consiguiente, un procedimiento biotecnolégico que permitira obtener carragenanos hibridos a partir de algas
cultivadas sera econdémicamente muy rentable. Tendra la ventaja de ser menos dependiente de la fuente de las
algas, y abrira novedosas perspectivas en cuanto a la explotacién y la valoracién de la biomasa de las algas rojas.

A fin de controla la estructura quimica y, por extensién, las propiedades fisicoquimicas de los carragenanos, los
Inventores, por lo tanto, emprendieron la purificacion y la produccién de enzimas capaces de modificar y corregir las
estructuras de los carragenanos. Las modificaciones deseadas consisten en la desulfatacion de los carragenanos
por unas enzimas denominadas sulfatasas que conducen a la conversion de iota- en kappa- o alfa-carragenano, o a
estructuras hibridas del tipo kappa/iota- o iota/alfa-carragenano (figura 3). Por lo tanto, demostraron la existencia de
carragenano-sulfatasas que pueden actuar directamente sobre el polimero sin una accién preliminar de las
carragenasas. Consiguieron purificar, a partir de una poblacion bacteriana Pseudoalteromonas carrageenovora, una
primera 4S-iota-carragenano sulfatasa perteneciente a la familia de las amidohidrolasas, y que convierte iota- en
alfa-carragenano por desulfatacion especifica (eliminacién de un grupo SOs’) en la posicién 4 del iota-carragenano
(Solicitud de Patente Francesa FR 09/52642 publicada con el numero FR 2944804) [3]. Usando la misma estrategia
que para la primera 4S-iota-carragenano sulfatasa, los Inventores consiguieron purificar, a partir de
Pseudoalteromonas atlantica, una segunda 4S-iota-carragenano sulfatasa perteneciente a la familia de las
sulfatasas formilglina-dependientes. En primer lugar, consiguieron determinar tres péptidos de dicha proteina:
NGQFDNTVIVFTSDNGGK (SEQ ID NO 1), FDQTFQVGDNTR (SEQ ID NO 2), y ETEYITDGLSR (SEQ ID NO 3),
que una vez comparados con la biblioteca TrEMBL, demostraron una correspondencia con la proteina Q15XH3 de
P. atlantica Téc, cuyo gen (Patl_0889) se marc6 como una sulfatasa (Protein_ID ABG39415.1; Copeland y col.,
2006) [4].

Por lo tanto, las 4S-iota-carragenano sulfatasas pueden permitir calibrar la "hibridez" de los carragenanos. Asi,
cualquier sulfatasa que actle sobre el iota-carragenano puede representar una mayor innovacién puesto que
permitird fabricar alfa- e iota/alfa-carragenanos que son muy escasos en la naturaleza, y que son diferentes en
cuanto a secuencia peptidica pero también en cuanto a propiedades bioquimicas. Sin embargo, se desprende que
las sulfatasas que actlan sobre los carragenanos pueden no presentar homologia con las demas sulfatasas
conocidas - siendo las sulfatasas mas estudiadas las enzimas que actian sobre la heparina, un polisacarido de
origen animal.

Por lo tanto, existe la necesidad real de purificar enzimas para la modificacion de los motivos de sulfatacion de los
carragenanos con el fin de superar las deficiencias, inconvenientes y obstaculos de la técnica anterior, en particular
para un procedimiento que permite controlar la "hibridez" de los carragenanos usando dichas enzimas, reducir los
costes y controlar el suministro y las propiedades funcionales de los carragenanos obtenidos de este modo.

Descripcion de la invencion

Los Inventores han demostrado, de manera bastante inesperada, que la segunda 4S-iota-carragenano sulfatasa
identificada (Q15XH3) es capaz de convertir el motivo iota-carrabiosa en el motivo alfa-carrabiosa. EI motivo iota-
carrabiosa puede estar presente en un oligosacéarido o un polisacarido que puede estar compuesto también por otros
motivos carrabiosa.

Por lo tanto, la presente invencion tiene por objeto un procedimiento de transformacion de iota-carragenano en alfa-
carragenano que comprende la catdlisis enzimatica de la conversion del motivo iota-carrabiosa en el motivo alfa-
carrabiosa por una enzima que tiene una actividad sulfatasa y cuya secuencia peptidica comprende los péptidos de
las siguientes secuencias:

NGQFDNTVIVFTSDNGGK (SEQ ID NO 1),
FDQTFQVGDNTR (SEQID NO 2), y
ETEYITDGLSR (SEQ ID NO 3).

Se entiende por "iota- y alfa-carragenano”, para los fines de la presente invencién, iota- y alfa-carragenanos y/o iota-
y alfa-carragenanos hibridos, por ejemplo, contenidos en una solucién, una solucién parcialmente gelificada o un gel.
Por lo tanto, el iota-carragenano puro gelifica en sus propias cargas, mientras que los carragenanos hibridos, tales
como iota-nu-carragenano y los oligo-iota-carragenanos son poco gelificantes.
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De cuerdo con una realizaciéon particular del procedimiento de la invencién, dicha enzima tiene la siguiente
secuencia peptidica:

MTFNKKVSTLLWGTLIAISVGNASAADAGQSKADESNEKPNILFVLADDL
GYNDVGFNGSTDIKTPNLDGLAKNGMTFDAAYVAHPFCGPSRAAIMTGR
YPHKIGAQFNLPEDNSNVGVSADELFIAQTMKSAGYFTGAMGKWHLGEA

SEYHPNKHGFDEFYGFLGGGHNYFPEQFEAAYNKRVAQGMTNINMYLT
PLEHNGKEVRETEYITDGLSREAVNFVDKAAAKKKPFFLYLAYNAPHVPL

QAKEEDMAMFSQIKDKKRRTYAGMVYAVDRGVGRIVEQLKKNGQFDNT
VIVFTSDNGGKLGQGANNYPLKEGKGSVQEGGFRTPMLVHWPKHMKAG
SRFSHPVLALDLYPTFAGLGGAVLPEDKKLDGKDIWADIQANTAPHKDEFI
YVLRHRNGYSDAAARRNQFKAVKNHNDDWKLYNIAQDISEDNDISAQHP
DILRDMVSSMESWSWNNQQPKWFHQSAEGAQWRLKAMPRFDQTFQV

GDNTRSNSKKGH (SEQ ID NO 4)

De acuerdo con una realizacién particular del procedimiento de la invencion, dicha enzima es una 4S-iota-
carragenano sulfatasa. Por ejemplo, puede tratarse de una 4S-iota-carragenano sulfatasa que tiene una secuencia
que presenta al menos el 30 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 4, preferiblemente al menos el 50 %
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 4, mucho mas preferiblemente al menos el 80 % con la SEQ ID NO: 4.

De acuerdo con una realizacién particular del procedimiento de la invencién, la enzima se produce por una célula
huésped que comprende un acido nucleico que codifica dicha enzima y/o un vector que comprende una secuencia
de &cido nucleico que codifica dicha enzima.

Se entiende por "célula huésped", para los fines de la presente invencion, una célula procariota o eucariota. Las
células huésped usadas cominmente para la expresion de células recombinantes incluyen en particular células de
bacterias, tales como Escherichia coli o Bacillus, células de levaduras, tal como Saccharomyces cerevisiae, células
de hongos, tal como Aspergillus niger, células de insectos, y células de mamiferos (en particular seres humanos)
tales como las lineas celulares CHO, HEK 293, PER-C6, etc. La transformacion de las células procariotas y
eucariotas es una técnica bien conocida por el experto en la técnica, por ejemplo, lipofeccion, electroporacion,
choque térmico o métodos quimicos. En funcion de la célula que se va a transformar, el experto en la técnica puede
determinar facilmente los medios necesarios para la introduccion y la expresion del acido nucleico en la célula
huésped seleccionada. Por lo tanto, el vector de expresion y el método de introduccion del vector de expresion en la
célula huésped se seleccionaran en funcién de la célula huésped escogida. La célula huésped transformada con un
vector de expresion o un acido nucleico expresara el polipéptido correspondiente de manera estable. El experto en
la técnica puede verificar facilmente que la célula huésped expresa el polipéptido de manera estable, por ejemplo,
usando la técnica de transferencia de Western.

Se entiende por "vector", para los fines de la presente invencion, vectores para la expresion y/o secrecion de
secuencias de acido nucleico en una célula huésped determinada. Pueden ser, por ejemplo, vectores de origen
plasmidico o virico que contienen, ademas de la secuencia de acido nucleico, los medios necesarios para su
expresion. Estos medios pueden incluir, por ejemplo, un promotor, sefales de inicio y terminacién de la traduccién,
asi como regiones apropiadas para la regulacion de la trascripcion. El vector de expresion también puede
comprender otros elementos, tales como un origen de replicacién, un sitio de clonacion multiple, un potenciador, un
péptido sefal que puede fusionarse en fase con el polipéptido producido durante la clonacién, y uno o mas
marcadores de seleccion.

Se entiende por "acido nucleico", para los fines de la presente invencién, tanto moléculas de ADN como moléculas
de ARN, que incluye en particular moléculas de ADNc y moléculas de ARNm. El acido nucleico puede estar en forma
bicatenaria (por ejemplo, en el caso de un acido nucleico contenido en un vector de expresiéon) o en forma
monocatenaria (por ejemplo, en el caso de sondas o cebadores).
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De acuerdo con una realizacién particular del procedimiento de la invencion, los carragenanos obtenidos tienen
motivos alfa-carrabiosas siempre que el carragenano de partida tenga en su estructura motivos iota-carrabiosas. Por
ejemplo, los motivos iota-carrabiosas del carragenano extraido de E. denticulatum (85 % de iota-carrabiosa y 15 %
de kappa-carrabiosa) pueden convertirse en un carragenano que tiene un 85 % de alfa-carrabiosa y un 15 % de
kappa-carrabiosa. La reaccion enzimatica puede controlarse, y la tasa de conversion de iota-carrabiosa en alfa-
carrabiosa puede variar del 0 al 100 %. Las propiedades reoldgicas de los carragenanos obtenidos variaran en
funcién de la tasa de conversién.

Otras ventajas también pueden ser evidentes para un experto en la técnica en la lectura de los ejemplos a
continuacion, ilustrados por las figuras adjuntas, dadas a titulo ilustrativo.

Breve descripcion de las figuras

- La figura 1 representa la estructura quimica de los motivos de repeticion de los tres carragenanos
principales (kappa «, iota 1 y lambda 1) explotados industrialmente.

- La figura 2 representa las composiciones hibridas de kappa/iota-carragenanos en funcién de la fuente de
algas rojas (Bixler y col., 2001, citado anteriormente) [1].

- La figura 3 representa el esquema de las reacciones enzimaticas catalizadas por 4S- y 2S-iota-
carragenano sulfatasas.

- La figura 4 representa el gel de electroforesis tefido de azul de Coomassie coloidal (SDS-PAGE) de varias
fracciones recogidas después de la etapa de cromatografia de intercambio aniénico (Q Sepharose Fast
Flow). La proteina de 55 kDa se indica por medio de una flecha.

- La figura 5 representa la secuencia aminoacidica de la proteina de Pseudoalteromonas atlantica Téc
(Q15XHB3). En negrita, las tres secuencias peptidicas determinadas por espectrometria de masa. En cursiva
y subrayada, la identificacion de la modificacion post-traduccional de la cisteina. En un cuadro, los
aminoacidos del sitio catalitico, cuya lisina (K) e histidina (H) son los aminoacidos cataliticos.

- La figura 6 representa el entorno gendmico del gen de la 4S-iota-carragenano sulfatasa novedosa
(Q15XH3) en P. atlantica.

- La figura 7 representa el espectro 'H RMN de iota-carragenano (B) incubado con la proteina purificada de
Pseudoalteromonas atlantica (Q15XH3) (A)

Ejemplos

Ejemplo 1: Identificacion de una 4S-iota-carragenano sulfatasa novedosa obtenida de Pseudoalteromonas
atlantica

Cribado de las actividades carragenano-sulfatasas de Pseudoalteromonas atlantica

El cribado se realiz6 usando la bacteria marina Pseudoalteromonas atlantica Téc (cepa ATCC T6c/BAA-1087) cuyo
genoma se ha secuenciado completamente (http://genome.igi-psf.org/finished microbes/pseat/pseat.home.html).

Cultivos bacterianos

La producciéon de extractos bacterianos se realizé a partir de la bacteria marina Pseudoalteromonas atlantica
cultivada en medio Zobell [Bacto peptone (Amresco) 5 g/l, extractos de levadura (BD, extracto de células de levadura
autolisadas (Extract of Autolysed Yeast cells)) 1 g/l, agua de mar filtrada 800 ml ajustada a 11 con agua
desmineralizada] en presencia de kappa- (Kappaphycus alvarezii, CP Kelco X6913, a 1 g/l), de iota- (Eucheuma
denticulatum, H030058-534, a 1 g/l) o de lambda-carragenano (esporofito de Gigartina skottsbergii, CP Kelco,
X7055).

El primer precultivo consistié en sembrar 10 ml de medio Zobell a partir de un glicerol de P. atlantica almacenado a -
80 °C. La incubacion se realizé en un agitador de tipo New Brunswick durante 36 h, a 18 °C y 180 rpm. Para el
segundo precultivo, se sembraron 50 ml de medio Zobell que contenia 50 mg de uno de los carragenanos (kappa-,
iota- o lambda-) con aproximadamente 1 ml del primer precultivo, para tener una absorbancia de 0,1, a 660 nm. Este
segundo precultivo se incubd a 18 °C hasta que la densidad Optica alcanz6 un valor de 1 a 1,2, a 660 nm, que es
aproximadamente 8 h. Para el cultivo final, se sembraron 950 ml de medio Zobell que contenia el mismo
carragenano que anteriormente, con los 50 ml del segundo precultivo, y se incub6 a 18 °C durante 36 h.
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A fin de separar el granulo bacteriano del sobrenadante de cultivo, los cultivos bacterianos se centrifugaron a 6200 g
durante 20 minutos, a 4 °C.

Preparacion de extractos bacterianos

El sobrenadante de cultivo se concentra por precipitacion al 90 % de saturacién en sulfato de amonio (61,59 de
sulfato de amonio para 100 ml de muestra). El granulo obtenido después de la centrifugacién (25 min, 10000 rpm) se
pone de nuevo en solucion en tampoén Tris-HCI 50 mM pH 8,3. Después, se dializa en membranas (Spectra/por,
MWCO 3500 Da) frente a tampén Tris-HCI 50 mM pH 8,3.

El granulo bacteriano se suspendié de nuevo en tampén Tris-HCI (Sigma) 50 mM a pH 8,3. Después, las células se
lisaron en una prensa francesa, y el lisado obtenido se sometié a ultracentrifugacion a 27000 g, durante 2 h
45 minutos. Al sobrenadante obtenido se le afadié la mitad de un comprimido de anti-proteasa (Complete, sin
EDTA, Roche).

Después, el extracto se dializ6 (Spectra/Por, MWCO 3500 Da) contra un tampén Tris-HCI 50 mM a pH 8,5, durante
una noche, con agitacion a 4 °C.

Dosificacion del sulfato liberado

La produccion de las actividades sulfatasas se evalu6é por medio de la cantidad de sulfato liberado después de la
incubacién de diversos carragenanos en presencia de extractos bacterianos. Los ensayos se realizaron con los
sobrenadantes de cultivo concentrados y los granulos bacterianos. Para cada muestra analizada, se prepara un
blanco de manera similar después de haber inactivado previamente el extracto enzimatico durante quince minutos a
100 °C.

Los medios de reaccion se diluyeron 2 veces con agua milliQ (Millipore) y después se centrifugaron en microcons
(Amicon) con un umbral de corte de 10 kDa. Esta centrifugacion se realizé a 3300 g durante 90 min a temperatura
ambiente. Después, el filtrado obtenido se dosific6 por cromatografia de intercambio anidénico (HPAEC:
cromatografia de intercambio anionico de alto rendimiento (High Performance Anion Exhange Chromatography)) en
un sistema Dionex. Se inyectaron 20 ul de muestra mediante un inyector automatico (AS3000, Thermo). La
separacion de aniones presentes en las muestras se realiz6 mediante una columna lon-Pac AS11 (4 x 200 mm,
Dionex) dotada de una pre-columna AG-11 (4 x 50 mm, Dionex). El sistema se equilibré6 en NaOH 12 mM. La elucién
se realizé usando un gradiente isocratico en NaOH a un caudal de 1 ml/min (bomba GP40, Dionex). La deteccién de
los aniones se realizd por conductimetria con un detector ED40 (Dionex) dotado de un supresor ASRS ultra-11-4 mm
(Dionex) que funcionaba a una corriente de 198 mA. El software usado para la adquisicion y el tratamiento de los
datos fue el software Chroméléon 6.8. Usando una curva de calibracion, el area de los picos de sulfato se convirtié
en partes por millon (ppm). La diferencia entre el valor de la muestra y el del blanco dio la cantidad de sulfato
liberado en ppm durante la reaccion enzimética de desulfatacion. Los resultados se muestran en la tabla 1 a
continuacion.

Tabla 1
Sustrato
Extracto bacteriano Induccidn kappa iota lambda kappa/mu iota/nu
kappa 0,22 0 0,04 0,08 0,28
Sobrenadante iota 1,36 39,36 1,26 21,96 18,96
lambda 0,26 3,24 0,74 0,1 5,76
kappa 0,04 3,4 0,08 0,4 4,28
Granulo iota 45 8082 3,64 8,94 63,58
lambda 0,36 12,9 0,04 1,08 17,3

Los resultados en negrita corresponden a las condiciones para las que se observaron las actividades sulfatasas mas
fuertes.

Purificacidon y secuencia proteica de una 4S-iota-carragenano sulfatasa novedosa

Preparacion del extracto bacteriano

El granulo bacteriano obtenido del cultivo inducido con iota-carragenano y obtenido como se ha descrito
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previamente, que contenia la actividad sulfatasa, se suspendié de nuevo en tampon Tris-HCI (Sigma) 50 mM a pH
7,5. Después, las células se lisaron usando una prensa francesa, y el lisado obtenido se sometié a
ultracentrifugacion a 27200 g durante 2 h 45 minutos. Al sobrenadante obtenido se le afadidé la mitad de un
comprimido de anti-proteasa (Complete, sin EDTA, Roche) con el fin de limitar la degradacion de las proteinas.

Para eliminar las moléculas de pequefio tamafio (y particularmente el sulfato libre) del extracto, el Gltimo se dializé
(Spectra/Por, MWCO 3500 Da) contra un tampén Tris-HCI 50 mM a pH 7,5 durante una noche, con agitacién a 4 °C.

Purificacion

Los experimentos de purificacion se realizaron sobre las sulfatasas que actdan sobre iota-carragenano. Las etapas
de purificacion se realizaron por medio de un sistema Akta Purifier.

El lisado se depositd en una columna de cromatografia de intercambio anionico débil DEAE Sepharose Fast Flow
(GE Healthcare - 45 x 1cm) equilibrada previamente en tampén tris-HCI 50 mM a pH 7,5. La muestra
(aproximadamente 35 ml) se cargd por medio de un superloop (o bucle de inyeccién) a un caudal de 2 ml/min.
Después, la resina se lavé con este mismo tampén hasta que se obtuvo una absorbancia insignificante a 280 nm. La
elucion de las proteinas se realiz6 a un caudal de 2 ml/min con un gradiente segmentado creciente en NaCl de 0 a
1 M: 10 volumenes de columna de 0 a 500 mM de NaCl y 2 volumenes de columna de 500 mM en NaCl 1 M. Las
fracciones recogidas con un volumen de 5,5 ml se ensayaron para comprobar su capacidad de desulfatacion del
iota-carragenano.

Después, una fraccion que contenia una actividad sulfatasa maxima se dializ6 (membrana Spectra/Por, MWCO
3500 Da) durante 48 h contra tampoén Tris-HCI 50 mM a pH 7,5, con agitacién a 4 °C. Se deposité 1 ml de esta
fraccion en una resina de intercambio aniénico fuerte Q Fast Flow (GE Healthcare - Hitrap 1 ml) equilibrada
previamente en tampén Tris-HCI 50 mM a pH 7,5. La resina se lavé con este mismo tampon y las proteinas se
eluyeron con un gradiente creciente de NaCl de 0 a 1 M realizado de la siguiente manera: 15 volimenes de columna
de NaCl de 0 a 500 mM y 5 volumenes de columna de NaCl de 500 MM a 1 M, a un caudal de 1 ml/min. Las
fracciones recogidas, de 1 ml, se incubaron en presencia de iota-carragenano para medir la actividad sulfatasa. El
grado de pureza de las fracciones se visualiz6 por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE.

La pureza de las fracciones activas se analiz6 por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE (Biorad,
Criterion XT 12% Bis-Tris). A 15 ul de muestra se le afiadieron 5 pul de tampén de carga que contenia SDS al 2 %
(Amresco), B-mercaptoetanol al 5 % (98 % Sigma), glicerol al 20 % (CarloErba), Tris-HCI 62,5 mM a pH 6,8 y el
0,5 % de azul de Bromofenol (Sigma). Después, las muestras se calentaron a temperatura de ebullicién durante
3 min para desnaturalizar las proteinas. Después, los 20 ul de mezcla se depositaron sobre el gel. Los depdsitos de
5l de marcadores de tamano (Biorad, Precision Plus Protein) permitieron evaluar el peso molecular de las
proteinas entre 10 y 250 kDa. La migracion se realizd a temperatura ambiente, a 110 voltios (para 1 gel) durante 2 h,
en un tampén de migracion compuesto por MOPS (Sigma) 200 mM, Tris 250 mM pH 8,1 y SDS 5 g/I. La revelacién
del gel se realiz6 por medio de una tinciéon en azul de Coomassie coloidal (Candiano y col., Electrophoresis, 25(9):
1327-1333, 2004) [5]. El peso molecular de la proteina purificada se calculd a aproximadamente 55 kDa (figura 4).

Secuencia proteica y nucleica

La banda de la proteina se cort6 del gel, se digiri6 con tripsina y los péptidos obtenidos se secuenciaron por
espectrometria de masa sobre la plataforma RIO "Biopolimeros" situada en INRA, Nantes. Las tres secuencias
determinadas [NGQFDNTVIVFTSDNGGK (SEQ ID NO: 1), FDQTFQVGDNTR (SEQ ID NO: 2), y ETEYITDGLSR
(SEQ ID NO: 3)] se compararon con la biblioteca TrEMBL. Los tres péptidos corresponden al 100 % a la proteina
Q15XH3 (figura 5, SEQ ID NO: 4) de Pseudoalteromonas atlantica Téc cuyo gen (Patl_0889) se marcé como una
sulfatasa (Copeland y col., 2006, citado anteriormente) [4]. La proteina tiene la secuencia consenso de 12
aminodcidos (C/S-X-P-S/X-R-XXX-L/X-G/X-R/X, SEQ ID NO: 5) requerida para la conversion de la cisteina en
formilglicina (FGly) y los aminoé&cidos presentes en la secuencia conservada (G-Y/V-X-S/T-XXX-G-K-X-X-H, SEQ ID
NO: 6). El entorno genémico del gen de la sulfatasa novedosa converge hacia una implicacion de esta proteina en la
degradacién de iota-carragenano (figura 6). De hecho, el gen de Q15XH3 se localiza en un clister de genes que
contiene otras sulfatasas (incluyendo Q15XG7 que tiene un 41 % de identidad con Q15XH3), dos proteinas
desconocidas, pero especialmente, se identifican claramente varios genes del ciclo citrico (oxidacién de azlcares) y
del metabolismo de D-galactosa. Las funciones de las sulfatasas presentes en este cluster estan vinculadas
probablemente a la desulfatacion de iota- y/o alfa-carragenano.
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Actividad sulfatasa

Con el fin medir la actividad sulfatasa, 100 ul de muestra a dosificar se pusieron en contacto con 100 ul de una
solucion de iota-carragenano (CP-Kelco N°? 1256) al 1 % en tampon Tris-HClI 50 mM a pH 7,5. Las reacciones
enzimaticas se realizaron a 34 °C al bafio maria durante 48 h. Para cada muestra, se prepard un blanco en
condiciones similares habiendo inactivado previamente el extracto enzimatico durante 15 min, a 100 °C.

La posicién del grupo sulfatado escindié y, por lo tanto, la identificacion del producto formado durante la hidrélisis
enzimatica se realiz6 por RMN. Para este andlisis, las reacciones de desulfatacién se realizaron incubando 700 pl de
iota-carragenano al 1 % (CP-Kelco N® 1256) en presencia de 300 pl de extracto bacteriano. Las mezclas de reaccion
se incubaron a 34 °C al bafio maria durante 72 h y después se liofilizaron. Después, las muestras se intercambiaron
dos veces en D20 y después se disolvieron de nuevo en 700 pl de DO al 99,97 % para conseguir una concentracion
aproximada de 10 mg/ml. Los espectros 'H-RMN se registraron a 70 °C en un espectrofotometro BRUKER Avance
DRX 500 por el departamento de RMN (Université de Bretagne Occidentale, Brest). Los protones anoméricos de los
carragenanos muestran desplazamientos quimicos caracteristicos (d) entre aproximadamente 5 y 5,6 ppm. Los
resultados muestran que la desulfatacion de iota-carragenano por la proteina pura condujo a la produccion de alfa-
carragenano (figura 7A), como en el caso de la primera 4S-iota-carragenano sulfatasa purificada pero cuyo peso
molecular fue de 115 kDa (Solicitud de Patente Francesa FR 09/52642, citada anteriormente) [3].

Por lo tanto, se ha identificado una sulfatasa novedosa capaz de convertir iota- en alfa-carragenano. Se distingue de
la Unica 4S-iota-carragenano sulfatasa conocida hasta la fecha, que pertenece a la familia de las amidohidrolasas.

La secuencia de la carragenano sulfatase novedosa (Q15XH3) muestra que pertenece a la familia de las FGly-
sulfatasas. Esta FGly-sulfatasa es la primera carragenano sulfatasa de esta familia que contiene otras enzimas que
actuan sobre los carbohidratos. Se han descrito estas sulfatasas que actian sobre los glicosaminoglicanos (es decir,
heparina) y cerebrosidos.
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Asn Gly Gln Phe Asp Asn Thr Val Ile Val Phe Thr Ser Asp Asn Gly

1 5 10

Gly Lys
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<212> PRT
<213> Pseudoalteromonas atlantica
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1 5 10

<210> 3
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<212> PRT

<213> Pseudoalteromonas atlantica

<400> 3
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1 5 10
<210> 4
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<212> PRT
<213> Pseudoalteromonas atlantica

<400> 4
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Ala Val Asp Arg Gly Val Gly Arg Ile Val Glu Gln Leu Lys Lys Asn
275 280 285

Gly Gln Phe Asp Asn Thr Val Ile Val Phe Thr Ser Asp Asn Gly Gly
290 295 300

Lys Leu Gly Gln Gly Ala Asn Asn Tyr Pro Leu Lys Glu Gly Lys Gly
305 310 318 320

Ser Val Gln Glu Gly Gly Phe Arg Thr Pro Met Leu Val His Trp Pro
325 330 335

Lys His Met Lys Ala Gly Ser Arg Phe Ser His Pro Val Leu Ala Leu
340 345 350

Asp Leu Tyr Pro Thr Phe Ala Gly Leu Gly Gly Ala Val Leu Pro Glu
355 360 365

Asp Lys Lys Leu Asp Gly Lys Asp Ile Trp Ala Asp Ile Gln Ala Asn
370 375 380

Thr Ala Pro His Lys Asp Glu Phe Ile Tyr Val Leu Arg His Arg Asn
385 390 398 400

Gly Tyr Ser Asp Ala Ala Ala Arg Arg Asn Gln Phe Lys Ala Val Lys
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Glu Asp Asn Asp Ile Ser Ala Gln His Pro Asp Ile Leu Arg Asp Met
435 440 445
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485 490 495

Lys Lys Gly His
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<211> 11
<212> PRT
<213> Pseudoalteromonas atlantica
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<222> (1)..(1)
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<223> Xaa representa Co S

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(2)

<223> Xaa representa cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> Xaa representa cualquier aminoacido, preferiblemente S

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(8)

<223> Xaa representa cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (9)..(9)

<223> Xaa representa cualquier aminoacido, preferiblemente L

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (10)..(10)

<223> Xaa representa cualquier aminoacido, preferiblemente G

<220>
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<223> Xaa representa cualquier aminoacido, preferiblemente R
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<400> 5
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1 5 10
<210>6
<211>12
<212> PRT

<213> Pseudoalteromonas atlantica
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<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Xaa representa Y o V

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> Xaa representa cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> Xaa representaSo T

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (5)..(7)

<223> Xaa representa cualquier aminoacido
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<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (10)..(11)

<223> Xaa representa cualquier aminoacido

<400> 6

Gly Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Lys Xaa Xaa His
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de transformacion de iota-carragenano en alfa-carragenano que comprende la catalisis
enzimatica de la conversioén del motivo iota-carrabiosa en el motivo alfa-carrabiosa por una enzima que tiene una
actividad sulfatasa y cuya secuencia peptidica comprende los péptidos de las siguientes secuencias: SEQ ID NO 1,
SEQIDNO 2y SEQID NO 3.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la secuencia peptidica de la enzima es la
secuencia SEQ ID NO 4.

3. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que dicha enzima es
una 4S-iota-carragenano sulfatasa.

4. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la enzima se

produce por una célula huésped que comprende un acido nucleico que codifica dicha enzima y/o un vector que
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica dicha enzima.
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