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DESCRIPCION
Una lactonasa derivada de Candida bombicolay sus usos.
Campo técnico de la invencion

La presente invencién se refiere a una enzima derivada de Candida bombicola que es capaz de lactonizar o
polimerizar compuestos que contienen carbohidratos, lipidos, acidos grasos, acidos grasos hidroxilados, alcoholes,
acidos dicarboxilicos o mezclas de estos. Por consiguiente, las células hospedantes que comprenden la enzima
mencionada anteriormente pueden usarse, a través de la formacion de uniones de éster intra o intermoleculares,
para producir, por ejemplo, soforolipidos lactonizados o polimeros de soforolipidos acidos. Por otro lado, la célula
hospedante que ha perdido su capacidad de producir una enzima funcional de la presente invencion se puede usar
para producir un 100 % de soforolipidos acidos.

Técnica anterior

La levadura no patégena Candida (Starmerella) bombicola ATCC 22214 (CBS 6009) se aplica comercialmente para
la produccién de soforolipidos. Estos biotensioactivos glicolipidicos estan constituidos por un grupo principal
soforosa (2-O-B-D-glucopiranosil-D-glucopiranosa) acoplado a un acido graso (sub)terminal hidroxilado de C1s 0 C1s
y esto mediante un enlace glicosidico entre el a&tomo de C anomérico del azicar y el grupo hidroxilo del acido graso.
Los soforolipidos tipicamente se producen por medio de fermentacién en presencia de una fuente de carbono
hidréfoba y siempre estan constituidos por una mezcla de moléculas relacionadas estructuralmente con variacién en
1) el grado de saturacion del acido graso (saturado, monoinsaturado o diinsaturado), 2) la presencia o ausencia de
grupos acetilo en los atomos en C6' y/o C6", 3) la lactonizacion entre el extremo carboxilico del acido graso y el
atomo en C4", C6' o C6" del grupo soforosa que resulta en un soforolipido lactonico o la ausencia de esta
lactonizacién que resulta en un soforolipido abierto o acido, 4) la longitud de cadena del acido graso y 5) la
hidroxilacién en (w) o (w-1) del acido graso (Asmer et al., 1988).

Debido a esta variacion estructural, los soforolipidos exhiben muchas aplicaciones interesantes en una amplia gama
de campos industriales (Banat et al., 2010; Franzetti et al., 2010; Kralova and Sjoblom, 2009; Mulligan, 2009). Dado
que la composicion estructural se refleja en las propiedades fisicoquimicas, diversas industrias estan particularmente
interesadas en variantes estructurales especificas. Los soforolipidos lactonizados tienen diferentes propiedades
bioldgicas y fisicoquimicas en comparaciéon con las formas &cidas. En general, los soforolipidos lactonicos tienen
una mejor reduccion de la tensién superficial y actividad antimicrobiana, mientras que los acidos exhiben mejor
produccion de espuma y solubilidad (Lang et al. 2000).

Por otro lado, los soforolipidos acidos se han usado como moléculas de partida para la sintesis de, p. €j.,
nanoparticulas dispersables (Kasture et al., 2007) y derivados glicolipidicos (Azim et al., 2006; Zerkowski et al.,
2006) o han servido como moléculas fuente para la produccién de glucolipidos y acidos grasos para usos especiales
(Rau et al., 2001; Saerens et al., 2009), que a su vez se usan para la sintesis de polimeros (Zerkowski et al., 2007) o
precursores para plasticos y sabores (Rau et al., 2001). La lactonizacion reduce la libertad rotativa de la molécula; la
dominancia de este tipo de soforolipidos muy frecuentemente resulta en la formacion de cristales en lugar del aceite
viscoso mas comun, lo que hace que los soforolipidos sean relativamente faciles de aislar.

A la fecha, es imposible producir de manera eficaz un 100 % de soforolipidos acidos por medio de fermentacion con
C. bombicola ATCC22214.

Se sabe que, hasta cierto punto, las condiciones de fermentacion influyen sobre el equilibrio lactdnico/acido, tales
como el nivel de extracto de levadura, el suministro de oxigeno y el sustrato lipidico proporcionado (Garcia-Ochoa &
Casas, 1999). Sin embargo, no esta claro qué mecanismo determina exactamente el grado de lactonizacion.

En una fermentacién de C. bombicola tipica en glucosa y acido oleico, el 62 % de los soforolipidos esta compuesto
por formas lactdnicas diacetiladas, el 4 % estd compuesto por formas lactonicas monoacetiladas y el 4 % esta
compuesto por formas lacténicas no acetiladas mientras que los otros compuestos estan constituidos por lactonas
1',6' y lactonas 1',6" (4 %), soforolipidos acidos (8 %) y otros lipidos al finalizar el periodo de cultivo (Asmer et al.,
1988). Hu and Ju (2001b) observaron un porcentaje relativo maximo de formas lacténicas de 50 % usando aceite de
soja y de 80 % usando hexadecano. En otro experimento donde se usaron ésteres de palma, se produjo 79,1 % en
la forma lacténica, pero cuando se aplicd aceite de girasol, solo se recuperan 55,6 % de soforolipidos lactonicos
(Davila et al., 1994). Cuando en una fermentacion por lotes alimentada con fuente de carbono mixta se agregd solo
aceite en la fase estacionaria, se obtuvo 13 % de soforolipidos en forma lacténica (87 % &cidos), pero cuando se
alimenté una mezcla de aceite y glucosa en la fase estacionaria, se obtuvo 65 % en forma lactonica y, ademas, se
logré una produccién mucho mayor (Davila et al., 1997). La concentracion del extracto de levadura y la presencia de
acido citrico también influyen sobre la relacion entre soforolipidos lactonicos y acidos: cuando la concentracion de
extracto de levadura fue de 1 g/L, se obtuvo 65 % de los soforolipidos en forma lacténica, pero cuando la
concentracién se aumento hasta 20 g/L, se obtuvo solo aproximadamente 2 % en forma acida. Sin embargo, la
concentracién de extracto de levadura esta correlacionada de manera negativa con el rendimiento de los
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soforolipidos; de hecho, con 1 g/L se obtuvieron 76 g/L de soforolipidos al finalizar el periodo de cultivo, mientras
que se obtuvieron solo 13 g/L con la preparacion con 20 g/L (Casas and Garcia-Ochoa, 1999). La adicién de 5 g/L
de &cido citrico al medio aumenté el porcentaje de formas lacténicas en la mezcla de soforolipidos de Candida
apicola (Hommel et al., 1994). La presencia de citrato en el medio de cultivo se describi6 como absolutamente
necesaria para obtener soforolipidos lactonizados. Stiwer et al. (1987) sugirieron que los efectos observados con el
citrato son probablemente apenas un efecto de la accién de tamp6n de la base conjugada de un acido débil. Los
valores de pH bajos conducen a la produccién de soforolipidos (= SL) &cidos y el efecto de tampédn del citrato, por lo
tanto, favoreceria la formacion de SL lactonicos. Por otro lado, el citrato es un agente quelante y los iones metalicos
como el cinc o el calcio podrian ser necesarios para la accion de una enzima hipotética responsable de la apertura
del anillo. La presencia de citrato en esta hipdtesis evitaria la apertura del anillo y, de esta manera, favoreceria la
predominancia de SL lacténicos en el medio de cultivo. Otra posibilidad es que el acido citrico tenga algun tipo de
efecto regulador, tal como se describio para la regulacion de la acumulacién de lipidos en levaduras oleaginosas
(Evans and Ratledge, 1985).

La relacién exacta entre soforolipidos lacténicos y acidos cambia adicionalmente durante el cultivo tipicamente con
mas formas lactdnicas después de tiempos de incubacion prolongados (Casas and Garcia-Ochoa, 1999; Hu and Ju,
2001b).

En resumen, se puede establecer que la dominancia de las formas acidas en la mezcla de soforolipidos producida
mediante C. bombicola natural esta ligada a cultivos en condiciones subdptimas y, en consecuencia, siempre resulta
en rendimientos mas bajos en comparacién con las condiciones estandares descritas en la literatura.

Recientemente, se describid otra especie de levadura productora de soforolipidos similares a los de C. bombicola.
En algunos casos, la relacion lactonicos: acidos es diferente cuando se compara con la relacion para C. bombicola
obtenida en las mismas condiciones de cultivo.

En los soforolipidos producidos por C. batistae, por ejemplo, las formas acidas componen aproximadamente el 60 %
de la mezcla en comparacion con el 34 % para C. bombicola (Konishi et al., 2008). La misma tendencia se observa
para C. riodocensis, C. stellata y Candida sp. NRRL Y-27208, que produjeron predominantemente soforolipidos
acidos libres en comparacion con C. bombicola'y C. apicola. Ademas, Imura et al. (2010 y JP2008247845) aislaron
la cepa Candida floricola TM 1502, que proporciona preferencialmente soforolipidos en forma acida diacetilados sin
incluir soforolipidos en forma de lactona. La cepa mencionada anteriormente es la Unica descrita que produce un
100 % de soforolipidos acidos. Sin embargo, la produccién de soforolipidos total es significativamente mas baja en
comparacioén con las cantidades obtenidas con C. bombicola, 10 que obstaculiza la aplicacién industrial de esta cepa.

El Unico modo de obtener soforolipidos acidos con pureza y cantidad elevadas es a través de la conversién quimica
de las mezclas de soforolipidos de C. bombicola naturales en productos acidos mediante hidrélisis alcalina. Sin
embargo, mediante esta conversion, todas las otras uniones de éster se hidrolizaran también, lo que resultara en la
retirada de cualesquiera grupos acetilo presentes y la consecuente produccién de solo soforolipidos acidos no
acetilados.

Hasta ahora no estaba claro cémo y cuando se producia la lactonizacion. Por otro lado, se ha observado la
lactonizacién espontanea de disoluciones acuosas de soforolipidos acidos no acetilados, lo que sugiere un proceso
espontaneo. Ademas, se afirma que la presencia de citrato influye sobre la relacién lacténicos: acidos (Hommel et
al., 1994; Stiwer et al., 1987) Por otro lado, Hommel et al. (1994) sugieren la participacion de una lipasa unida a la
pared celular en la formacion de lactona. En este sentido, se demostré que la Novoenzima 435 o lipasa B
comercializada de Pseudozyma antarctica (antiguamente C. antarctica) puede, en condiciones de laboratorio mas
bien no fisiolégicas, lactonizar un éster de soforolipido no acetilado acido en la posicién 6" en tetrahidrofurano
anhidro (Bisht et al., 1999; Nunez et al., 2003).

Ademas, Van Bogaert et al. (2011) recientemente revisaron la sintesis microbiana de soforolipidos. En esta revision,
los autores indican que se cree que una lactona esterasa especifica media la lactonizacién de soforolipidos en C.
bombicola, pero ninguna enzima de ese tipo se ha identificado.

Tomando todo en conjunto, queda claro que la identificacion de una enzima alternativa responsable de una
lactonizacion eficaz ofreceria gran potencial en el control de la variabilidad estructural en la produccién de
soforolipidos y en la produccién de una mezcla de soforolipidos especifica.

Sin embargo, hasta ahora no habia en la técnica ni un solo indicio que indicase si se podia hallar una enzima de
este tipo y donde en el genoma de C. bombicola y/o cudl es la funciéon del citrato y/o si multiples enzimas o una
Unica enzima son/es completamente responsable/s del proceso de lactonizacion.

Breve descripcion de las figuras
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Figura 1: Los principales componentes, pero no los Unicos, de la nueva mezcla de soforolipidos producida mediante
la cepa negativa para lactonasa. R=H o COCHs (a) &cido 17-O-soforosil-octadecanoico acidico; (b) acido 17-O-
soforosil-octadecenoico acidico.

Figura 2: Los soforolipidos tipicamente producidos durante la fermentacion se consideran una mezcla de
compuestos representados por las formulas a) forma acida y b) forma lacténica.

Figura 3: Los péptidos identificados de una lipasa putativa se marcan en negrita. Los péptidos abarcan el 14 % de la
secuencia.

Figura 4: Cromatograma de HLPC-ELSD de soforolipidos producidos mediante la cepa natural (superior) y la cepa
con lactonasa inactivada (inferior) sin la adicién de aceite de colza. Los soforolipidos lacténicos eluyen en entre 25 y
31 minutos, los acidos en entre 17 y 24 minutos. El andlisis de LC-MS identific6 los picos a los 19,4 y 20,3 min como
soforolipidos acidos no acetilados con una cadena de &cido graso de C18:1 y C18:0, respectivamente. Los picos
entre 20,4 y 23,6 se originan a partir de soforolipidos acidos mono y diacetilados. El pico en 28,8 se genera
mediante soforolipidos de C18:1 lactonicos diacetilados.

Figura 5: Cromatograma de HLPC-ELSD de soforolipidos producidos mediante la cepa natural (superior) y la cepa
con lactonasa inactivada (inferior) con la adicion de aceite de colza. Los soforolipidos lacténicos eluyen en entre 25 y
31 minutos, los acidos en entre 17 y 24 minutos. Los &cidos grasos libres derivados del aceite de colza eluyen en
entre 30 y 40 min. El analisis de LC-MS identifico los picos a los 19,3 y 20,1 min como soforolipidos acidos no
acetilados con una cadena de &cido graso de C18:1 y C18:0, respectivamente. Los picos entre 20,4 y 23,6 se
originan a partir de soforolipidos acidos mono y diacetilados. El pico en 27,4 se genera mediante soforolipidos de
C18:1 lactonicos diacetilados.

Figura 6: Parametros importantes para el cultivo y la producciéon de SL de Candida bombicola natural (abierto) y un
transformante con sobreexpresion de lipasa (relleno) cultivados en medio de produccién. El pH (o y e), la
concentracién de glucosa (o y m) y la densidad éptica (A y A) se representan en funcion del tiempo. Estos
resultados son las medias de dos experimentos separados.

Figura 7: Cromatogramas de HPLC-ELSD de muestras obtenidas a partir de un mutante de sobreexpresién de C.
bombicola (a) y el tipo natural (b) cultivados en medio de produccion sin citrato después de 8 dias de incubacion. Las
muestras se extrajeron con etanol para no diferenciar ciertos tipos de soforolipidos.

Figura 8: Cromatogramas de HPLC-ELSD de muestras obtenidas a partir de una cepa natural de C. bombicola (a) y
un transformante de sobreexpresién (b) cultivados en medio de produccién estandar después de 8 dias de
incubacién. Las muestras se extrajeron con etanol para no diferenciar ciertos tipos de SL.

Figura 9: SDS-PAGE que representa una fraccion de lactonasa agrupada de la separacion con SD 200 (usada para
el andlisis en 4.1.2.1.) S: muestra, M: marcador.

Figura 10: Cromatogramas de HPLC de los productos extraidos del ensayo enzimatico con 0,6 pg/ml de lactonasa a
pH 3,5 con una mezcla de los SL acidos de la lactonasa KO.

Figura 11: Cromatogramas de HPLC de los productos extraidos del ensayo enzimatico con 0,6 pg/ml de lactonasa a
pH 6 con una mezcla de los SL &cidos de la lactonasa KO.

Figura 12: La actividad de la lactonasa recombinante de Candida bombicola (1 mg/ml) con respecto a butirato de p-
nitrofenilo (pnpb) en un volumen final de 120ul (a) y 200ul (b), monitorizada en el tiempo. Se llevaron a cabo
correcciones por el fondo para la placa de multiples pocillos, asi como para el color ligeramente amarillento de la
enzima concentrada.

Figura 13: La actividad de la lactonasa recombinante de Candida bombicola (1 mg/ml) en el tiempo con respecto a
acetato de p-nitrofenilo (pnpa). La liberacién de p-nitrofenol en el blanco se debe a la hidrdlisis natural de (pnpa).

Breve descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere a la identificaciéon de una Unica enzima responsable de una lactonizacion eficaz que
ofrece gran potencial en el control de la variabilidad estructural en la produccién de soforolipidos y en la produccién
de una mezcla de soforolipidos especifica, menos heterogénea, sin la necesidad de tratamientos quimicos
adicionales.

A efectos de intentar identificar una enzima alternativa responsable de una lactonizacion eficaz, se sometié a barrido
el genoma anotado de C. bombicola para determinar la presencia de lipasas putativas. Veinticinco (25) proteinas
previstas exhibieron dominios de lipasa putativa y 9 de estas se anotaron como lipasas putativas sensu stricto. Una
de las 9 lipasas putativas se evalu6 como una lipasa que pertenece a la Clase 3 que estd compuesta por enzimas
que no estan relacionadas estrechamente con otras lipasas y, por lo tanto, podrian tener otras actividades
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(secundarias). Sin embargo, la inactivacion de este gen en C. bombicola no resulté en la pérdida parcial ni completa
de las capacidades de lactonizar del mutante y el mutante tampoco perdié su capacidad de hidrolizar los triglicéridos
del aceite de colza.

Otra esterasa putativa se evalué en funcién de datos de experimentos protedmicos comparativos. Cuando se
analizaron las fracciones proteicas extracelulares obtenidas de células de C. bombicola productoras de soforolipidos,
se hallo inesperadamente una lipasa putativa entre las proteinas mas abundantes. Sorprendentemente, una Unica
inactivacion de este gen de lactonasa resulté en la ausencia completa de cualquier forma lacténica en cualquier
muestra y en cualquier condicién evaluada, a pesar de la presencia potencial de otros genes de lipasa funcional
putativa que podrian participar en la lactonizacion. Ademas, los rendimientos totales de soforolipidos para el tipo
natural y el mutante fueron comparables, lo cual es sorprendente en virtud de las manipulaciones previas de la via
biosintética de soforolipidos. De hecho, una inactivacién simple del gen de acetiltransferasa, que conduce a la
produccion de soforolipidos no acetilados, resulté en una produccién de solo 5 g/L de soforolipidos, incluso cuando
se agreg0 aceite de colza (Saerens et al., 2011b). Ademas, cuando se apunt6 a la produccién de glucolipidos al
deshabilitar la segunda glucosiltransferasa de la via biosintética de soforolipidos, nuevamente se observd una gran
reduccion en la produccion de biotensioactivo (Saerens et al., 2011a).

De manera notable, aunque se deshabilita un gen de lipasa putativa traducido y expresado de manera elevada, el
aceite de colza todavia puede servir como fuente de carbono o sustrato hidréfobo para la produccién de
soforolipidos en la cepa negativa para lactonasa.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a la identificacién de un gen de lactonasa de Candida (Starmerella)
bombicola que es, por si mismo, completamente responsable de la lactonizacion de soforolipidos. De hecho, la
supresion del gen resulta, sorprendentemente, en una especie de levadura que produce solo soforolipidos acidos
(véase la Figura 1). Con esta nueva composicién estructural, el mutante creado ofrece una tecnologia de produccion
en una etapa para la sintesis fermentativa de moléculas industrialmente importantes que usa sustratos renovables,
econdémicos. Hasta la fecha, no era posible producir una mezcla de soforolipidos con esta composicion estructural
con C. bombicola. Debido a la mayor capacidad de espumado y mejor solubilidad en agua de la mezcla mutante,
estos compuestos tienen propiedades Unicas y exhiben mejores desemperios para diversas aplicaciones, tales como
uso como detergente, en aplicaciones farmacéuticas, en aplicaciones cosméticas, etc.

La presente invencion, por lo tanto, se refiere a un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
proporcionada por la SEC ID N° 2 que tiene actividad de lactonasa, o un fragmento de este que conserva dicha
actividad de lactonasa o una variante de este que tiene al menos 34 % de identidad de secuencia con la SEC ID N°
2 y que tiene dicha actividad de lactonasa. Esta claro, ademas, que dicho polipéptido que comprende una secuencia
de aminoéacidos proporcionada por la SEC ID N® 2 o un fragmento o una variante de este es/son completamente
responsables de la lactonizacién de los soforolipidos en C. bombicola. Mas especificamente, la presente invencién
se refiere a una variante, segun se indic6 anteriormente, que comprende una secuencia de aminodacidos
proporcionada por la SEC. ID N? 33. La secuencia de aminoacidos mencionada anteriormente corresponde a la
lactonasa de C. bombicola de la presente invencion que se produce en Pichia pastoris a través de métodos
recombinantes (véase también, ademas, el Ejemplo 4). Ademas, la presente invencién se refiere a un fragmento o
una variante, segun se indica anteriormente, en donde dicho fragmento o variante comprende el aminoacido serina
en la posicion de aminoacido correspondiente a la posicién 181 de la SEC. ID N° 33. De hecho, la presente
invencion describe en el Ejemplo 6 (véase mas adelante) que el aminodcido serina (= S o Ser) que es parte del
motivo conservador GYSGGA (= SEC. ID. N? 44) y que esta presente en la posicibn 181 de la lactonasa
correspondiente a la SEC ID N°33 de la presente invencion es importante para la actividad de lactonasa. Por
consiguiente, dicho aminoacido es un aminoacido importante que esta preferiblemente presente en los polipéptidos,
fragmentos y/o variantes de la presente invencion.

La presente invencion se refiere, ademas, a un acido nucleico que codifica un polipéptido, fragmento o variante,
segun se indica anteriormente, y mas especificamente a un acido nucleico, seglin se indica anteriormente, en donde
dicho &cido nucleico consiste en la secuencia de acido nucleico proporcionada por la SEC ID N2 1 o la SEC ID N¢
32. La SEC ID N¢ 32 se describe detalladamente en el Ejemplo 4. La presente invencién se refiere, ademas, a
cualquier vector que comprende un acido nucleico, segun se indicé anteriormente, y cualquier célula hospedante
que comprende el vector mencionado anteriormente. Algunos ejemplos no limitantes de vectores y células
hospedante especificos se describen adicionalmente en la presente «descripcién» y/o en la seccion de «ejemplos».

La secuencia de acido nucleico, segun se representa mediante la SEC ID N° 1, corresponde al siguiente marco de
lectura abierto de 1233 pares de bases y la secuencia proteica de la enzima de la presente invencion se representa
mediante la siguiente secuencia de 410 aminoacidos, la SEC ID N® 2:
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SEC ID N2 1:

ATGCTGGCTCTGTTTTTTTCGCTTGCGCCTCTACTTTCTCAAGCTCTCCCTTTAGGCTAT
ACTGCGGCCCCCGCTGAATCATTCTATTTTTGGCCAGAGAACATATCCAGCCTCCAAGC
TGGCGAGATTTTTAGAAAACGCGGAACTCTTAACTCTCCCAGACATCTTTGACTTTGGCCC
TAATCTGGAAAAGGTCGTACAAGTGGCTTACAAAACCCGTCTCACCGATGGCAATGACT
CGTTTTCCATCGCCAGTATCTTTATCCCTAAGAATCCAAGCCCAGAACTCAAACTTTACT
CTTATCAGACGTTTGAGGATGCCGTGCAGCTTGATTGTGCCCCAAGCTATGCTTTAGAA
GTGGGTAACAAGTCCAGCAACTATCTTCCTGTCACTAGCAATTTATCTGCCATCAGTCGA
GAACTTGAGAAAGGACGTCACTGCATTATCCCTGATCACGAGGGCTATATTTCAGGATT
CTTTGCAGGACGGCAGGAGGGATATGCTGGTTTAGACGGAATTCGCGCTGCTCGAAAC
TATCTCAATGGCACCAACGAGACCCCAATTGGTATCTTCGGATACAGTCGGAGGTGCACA
AGCAACGGCCTGGATTGTTGATTTGCATGACGAGTATGCTCCTGACTTGAACTTTGTTG
GAACAGTTTCTGGAGGCACTTTGGTTGACGCTTGGGGCACTTTTCAGTATATCGACTAT
CCGAAGGTGTATCTAAAGGGCAGCATTCTTATCATGTATACGGGTCTTTTTTCAGGTTAT
CCAGCTCAATTTGAGGTGATTTGGCCATATATTGAGCCTGTAATTCAAGAAAACATGCTA
CTGCTACGTTTGGCGCCGAATGATTGTAACCAAAGCCCGATACTTCAAGGTTACAACAA
TTCAATCATGGCCGGTATACATGTGGACCTTCCCGAATTCCCTGCTTCTAAGTACATATT
CCAGCACGAGTCCCTCCTTGCCAACTACAGCGTAGTGCCAGTTTCCACACCGAAGTTTC
CTCGCTACATGTACCATGGTGGATCTGATGAGTTGGCCAAATTGAGCCTTGTCGAGCAG
TATGTTGATCAACAATGGAATACCGGCGCTAATCTCACCTTCGTGGTGTATCCGGGTCT
TCTTCATGACGAGACGGCTTACCGTGGCTTTGATGCCGCGATGGATTGGCTTGATGCCC
AGCTCGATAGTGGATACCTTCCACCTGTAAACTCAACTCATACATGA

SEC ID N° 2:
MLALFFSLAPLLSQALPLGYTAAPAESFYFWPENISSLOAGEIFRKRELLTLPDIFDFGPNLEK

VVQVAYKTRLTDGNDSFSIASIFIPKNPSPELKLYSYQTFEDAVQLDCAPSYALEVGNKSSNY

LPVTSNLSAISRELEKGRHCIIPDHEGYISGFFAGRQEGYAGLDGIRAARNYLNGTNETPIGIF
GYSGGAQATAWIVDLHDEYAPDLNFVGTVSGGTLYDAWGTFQYIDYPKVYLKGSILIMYTGL
FSGYPAQFEVIWPYIEPVIQENMLLLRLAPNDCNQSPILQGYNNSIMAGIHVDLPEFPASKYIF
QHESLLANYSVVPVSTPKFPRYMYHGGSDELAKLSLVEQYVYDQQWNTGANLTFVVYPGLL
HDETAYRGFDAAMDWLDAQLDSGYLPPYNSTHT

El término «acido nucleico» y un «fragmento» o una «variante» de este corresponde, por ejemplo, a ADN, ADNc,
ARN, &cidos nucleicos codificantes y no codificantes y similares.

El término «fragmento» especificamente se refiere a una secuencia de &cido nucleico que contiene menos
nucleétidos que la secuencia de acido nucleico que se representa mediante la SEC ID N2 1 o SEC ID N? 32 y que
codifica una proteina que conserva dicha actividad de lactonasa. El término «variante» especificamente se refiere a
un acido nucleico que codifica una proteina que tiene al menos 34 % de identidad de secuencia, preferiblemente,
que tiene al menos 51-70 % de identidad de secuencia, mas preferiblemente, que tiene al menos 71-90 % de
identidad de secuencia o, lo mas preferiblemente, que tiene al menos 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 % de
identidad de secuencia con respecto a la SEC ID N°® 2 o SEC ID N? 32 o con un fragmento de esta, y que codifica
una proteina que conserva dicha actividad de lactonasa.

El término «fragmento» se refiere, ademas, a una proteina (o péptido o polipéptido) que contiene menos
aminoacidos que la secuencia de aminoacidos que se representa mediante la SEC ID N° 2 y que conserva dicha
actividad de lactonasa. Dicho fragmento puede ser, por ejemplo, una proteina con una supresién del 10 % o menos
de la cantidad total de aminoéacidos en el extremo C y/o N. Algunos fragmentos especificos de la presente invencién
comprenden el aminoacido serina en la posicién de aminoacido correspondiente a la posicion 181 de la SEC ID N°
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33, segun se indicé anteriormente. El término «variante» se refiere a una proteina que tiene al menos 34 % de
identidad de secuencia, preferiblemente, que tiene al menos 51-70 % de identidad de secuencia, mas
preferiblemente, que tiene al menos 71-90 % de identidad de secuencia o, lo mas preferiblemente, que tiene al
menos 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 % de identidad de secuencia con respecto a la SEC ID N2 2 o un
fragmento de esta, y que codifica una proteina que conserva dicha actividad de lactonasa. Una variante especifica
de la presente invencion es el polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos proporcionada por la SEC
ID N? 33, segun se indic6 anteriormente.

Por consiguiente, los ortélogos o genes en otros géneros o especies (distintos de la cepa Candida bombicola ATCC
22214 de la cual derivan la SEC ID N° 1 y 2) que codifican un polipéptido con al menos 34 % de identidad a nivel de
aminoacidos y que tienen la funcion descrita son parte de la presente invencion. El porcentaje de identidad de
secuencia de aminodcidos se determina mediante la alineacion de las dos secuencias y la identificacion de la
cantidad de posiciones con aminodcidos idénticos dividida entre la cantidad de aminodcidos en la méas corta de las
secuencias x 100. La «variante» mencionada anteriormente también puede diferir de la proteina que se representa
en la SEC ID N? 2 solo en sustituciones y/o modificaciones conservadoras, de manera que se retenga la capacidad
de la proteina de tener actividad de lactonasa. Una «sustitucién conservadora» es una en la que un aminodcido se
sustituye por otro aminoacido que tiene propiedades similares, de manera que un experto en la técnica de la quimica
proteica esperaria que la naturaleza de la proteina no cambiara sustancialmente. En general, los siguientes grupos
de aminoacidos representan cambios conservadores: (1) ala, pro, gly, glu, asp, gln, asn, ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr;
(3) val, ile, leu, met, ala, phe; (4) lys, arg, his; y (5) phe, tyr, trp, his.

Las variantes también (o alternativamente) pueden ser proteinas segin se describen en la presente memoria
modificadas mediante, por ejemplo, la supresién o adicién de aminoacidos que tienen una influencia minima sobre la
actividad de lactonasa, seglin se definié anteriormente, la estructura secundaria y la naturaleza hidropatica de la
enzima. Adicionalmente, el término variantes también se refiere a cualquier proteina glicosilada o fragmentos de
esta, segun se describieron anteriormente.

Ademas, la identificacion del gen de lactonasa como el Unico gen responsable de la lactonizacion de soforolipidos
permite la creacion de un mutante de sobreexpresién, donde los soforolipidos lactonizados se enriquecen
notablemente, por lo tanto, con la mezcla mutante siendo privada de soforolipidos acidos. Debido a la reduccién de
la tensién superficial y la actividad antimicrobiana significativamente mejores, dicha mezcla mutante llama la
atencién en las industrias farmacéutica y médica. Por consiguiente, la presente invencion se refiere al uso de un
polipéptido, un fragmento y/o una variante, segun se define anteriormente, para lactonizar o polimerizar compuestos
que contienen carbohidratos, lipidos, acidos grasos, acidos grasos hidroxilados, alcoholes, acidos dicarboxilicos o
mezclas de estos y, mas especificamente, al uso, segun se define anteriormente, en donde dichos compuestos que
contienen carbohidratos son preferiblemente soforolipidos. La presente invencién se refiere, ademas, a métodos
para lactonizar o polimerizar compuestos que contienen carbohidratos, lipidos, acidos grasos, acidos grasos
hidroxilados, alcoholes, &cidos dicarboxilicos 0 mezclas de estos que comprenden: a) proporcionar un polipéptido
aislado, fragmento o variante, segun se define anteriormente, y b) poner en contacto dichos compuestos que
contienen carbohidratos, lipidos, acidos grasos, acidos grasos hidroxilados, alcoholes, acidos dicarboxilicos o
mezclas de estos con dicho polipéptido aislado, fragmento o variante, segun se definieron anteriormente. Los
compuestos que contienen carbohidrato son preferiblemente soforolipidos. Algunas realizaciones especificas, pero
no limitantes, de los métodos o ensayos mencionados anteriormente se describen en la seccion de ejemplos
adicionalmente (p. €j., el ejemplo 3 relacionado con el uso de una levadura que sobreexpresa lactonasa y el ejemplo
5 relacionado con ensayos de actividad con la lactonasa).

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a una célula hospedante modificada que se transforma con un &cido
nucleico exdgeno, segun se definié anteriormente. También se describen células que sobreexpresan un &cido
nucleico endégeno, segln se definié anteriormente.

En otras palabras, la presente invencion se refiere al uso de las proteinas/polipéptidos/péptidos/fragmentos/variantes
que tienen actividad de lactonasa, segin se describe anteriormente, para lactonizar compuestos que contienen
carbohidrato tales como soforolipidos, celobiosalipidos, alquilglucosidos; o lipidos, acidos grasos, acidos grasos
hidroxilados. En otras palabras, para formar uniones de éster intramoleculares.

Ademas, la presente invencion se refiere al uso de las proteinas con una secuencia idéntica (parcial) o similar a la
SEC ID N 2 o SEC ID N? 33 para la polimerizacién de soforolipidos &cidos, glicolipidos, acidos grasos, acidos
grasos hidroxilados, acido dicarboxilico o0 mezclas de estos. En otras palabras, la presente invencion se refiere a la
formacion de uniones de éster intermoleculares.

El término «actividad de lactonasa», por lo tanto, se refiere a la formacién de uniones de éster intramoleculares o
intermoleculares, segun se indica anteriormente.

Por consiguiente, la presente invencién se refiere al uso de una cepa hospedante modificada que expresa una

proteina que tiene actividad de lactonasa, segun se describi6 anteriormente, para lactonizar o polimerizar

compuestos que contienen carbohidratos tales como soforolipidos, celobiosalipidos, alquilglucésidos; o lipidos,
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acidos grasos, acidos grasos hidroxilados, alcoholes, acidos dicarboxilicos 0 mezclas de estos. En este sentido, la
presente invencion se refiere al uso, segun se describié anteriormente, en donde dicha cepa hospedante modificada
se transforma con una secuencia de acido nucleico exdgena, segun se describié anteriormente. También se
describe el uso de una cepa hospedante modificada en donde dicha cepa hospedante modificada sobreexpresa una
secuencia de acido nucleico endégena, segun se describié anteriormente. De esta manera, la presente invencién se
refiere al uso, segun se describié anteriormente, en donde dicha cepa hospedante modificada es una bacteria, un
hongo, una levadura, una célula de insecto, una célula vegetal o una célula animal.

La presente invencion se refiere, ademas, al uso de una célula hospedante modificada, segun se describid
anteriormente, para producir soforolipidos 0, mas especificamente, para producir al menos 90 % de soforolipidos
lactonicos de la produccién de soforolipidos total. De hecho, la presente invencion describe (véase, p. €j., el ejemplo
3) que el uso de un mutante de sobreexpresion es capaz de resultar en un aumento comercialmente importante del
rendimiento total de soforolipidos. La presente invencién, ademas, describe (véase también, p. €j., el ejemplo 3) que
los soforolipidos producidos por el mutante de sobreexpresion se enriquecieron en gran medida en las formas
lactonicas. El término «enriquecido en gran medida» significa mas de 50 %, 60 % o 70 %, preferiblemente, mas de
75 %, 80 % u 85 % y, mas preferiblemente, mas de 90 %, 95 % o0 99 % de formas lactdnicas con respecto a la
cantidad total de soforolipidos.

La presente invencion se refiere, ademas, al uso de una célula hospedante modificada, segun se describid
anteriormente, para producir al menos 50 % de soforolipidos lactonicos en un medio que carece de citrato. Una
realizacién no limitante, especifica, del aspecto mencionado anteriormente de la invencion se describe
adicionalmente en el Ejemplo 3 (resultado 3.2.1).

La presente invencion se refiere, ademas, a una célula hospedante modificada que comprende un acido nucleico,
segun se definié6 anteriormente, que ha perdido su capacidad de codificar un polipéptido, fragmento o variante,
segun se definié anteriormente, o en donde dicho polipéptido, fragmento o variante, segln se definié anteriormente,
ha perdido su actividad de lactonasa. La presente invencion se refiere, ademas, al uso de una célula hospedante
modificada, segun se definié6 anteriormente, para producir soforolipidos acidos. La presente invencion se refiere,
ademas, especificamente, segun también se describe adicionalmente, al uso de una célula hospedante modificada,
segun se definié anteriormente, para producir al menos 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o, lo mas preferiblemente,
100 % de soforolipidos acidos en comparacion con la cantidad total de soforolipidos que se produce mediante dicha
célula hospedante.

El término «célula hospedante» se refiere a cualquier célula hospedante posible, pero se refiere especificamente a
una «especie fungica capaz de producir soforolipidos» que se refiere a un grupo de levaduras filogenéticamente
diversas (predominantemente Ascomicetos y unos pocos Basidiomicetos) que sintetizan de manera espontanea
soforolipidos constituidos por el azdcar soforosa acoplado a un acido graso hidroxilado (véase la Figura 2). Dicho
grupo de levaduras filogenéticamente diversas comprende la especie Candida apicola (Gorin et al., 1961) que
inicialmente se identifico como Torulopsis magnolia, C. bombicola (Spencer et al., 1970; recientemente denominada
Starmerella bombicola), Wickerhamiella domericqiae (Chen et al., 2006), Rhodotorula bogoriensis (Tulloch et al.,
1968; inicialmente denominada Candida bogoriensis), Candida batistae (Konishi et al., 2008), Candida floricola
(Imura et al., 2010), Candida riodocensis, Candida stellata y Candida sp. NRRL Y-27208 (Kurzman et al., 2010) y
otras especies del subtipo llamado Starmerella que incorpora mas de 40 especies. Mas especificamente, la presente
invencion se refiere a células hospedante, segun se describieron anteriormente, donde dicha Candida (Starmerella)
bombicola es la cepa Candida (Starmerella) bombicola ATCC 22214 (CBS 6009).

El término «modificado/a» especificamente se refiere a una especie de levadura o cepa de levadura modificada
caracterizada porque tiene al menos una mutacién en una molécula de acido nucleico de la presente invenciéon que
codifica una lactonasa de la presente invencion. El término «mutacién» se refiere a una mutacién espontanea y/o a
una mutacién inducida en el genoma de dicha cepa de levadura. Dicha mutacion puede ser una mutacion puntual,
supresion, insercion o cualquier otro tipo de mutacion. El término se refiere lo mas especificamente a inactivaciones
(KO, por sus siglas en inglés) a través de la insercién de un casete de KO. Inducir una mutaciéon en el genoma de
una cepa de levadura se puede llevar a cabo mediante cualquier método en la técnica conocido por un experto, tal
como la insercion de un casete de KO en un gen de interés. De manera similar, rastrear o detectar si hay una
mutacion en el genoma de una cepa modificada, en comparacion con la cepa natural, también se puede determinar
mediante cualquier método conocido en la técnica.

El término «soforolipidos» (véase la Figura 2) se refiere a biotensioactivos anfifilicos basados en carbohidrato que
estan constituidos por el azicar soforosa acoplado a una cadena de &cido graso hidroxilado/alquilo, es decir,
cadenas de acido graso hidroxilado/alquilo en donde la cadena de acido graso/alquilo contiene 5 a 26 atomo de
carbono. Preferiblemente y especialmente en relacion con C. bombicola, dicha cadena de &acido graso esta
compuesta por 16 o0 18 atomos de C. Mas especificamente, el término se refiere a biotensioactivos glicolipidicos que
estan constituidos por un grupo principal soforosa (2-O-B-D-glucopiranosil-B-D-glucopiranosa) del cual el atomo de C
anomeérico esta acoplado a un &cido graso Cio, C12, C14, C16, C1s, C22 0 Ca4 hidroxilado en (w) o (w-1). Se producen
como estructuras de anillo abierto (forma &cida) o como lactonas (estructura de anillo cerrado o forma lactonica o
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forma lactonizada) con una intraesterificacion entre el grupo carboxilo de acido graso y el atomo de carbono en 4", 6'
o 6" del grupo principal soforosa. Ademas, se pueden acoplar grupos acetilo en las posiciones 6' y/o 6" (Asmer et al.,
1988).

El término «soforolipidos acidos» se refiere a soforolipidos sin un extremo carboxilico de acido graso libre, de
manera que el extremo carboxilico del acido graso no esta esterificado intramolecularmente en C4", C6", C6' ni en
ningun otro atomo.

El término «la produccién de soforolipidos acidos» se refiere a la produccién de una mezcla que es menos compleja
(como se muestra en la Figura 1) en comparacion con la mezcla que se obtiene en una fermentacion de Candida
bombicola natural tipica (Asmer et al., 1988). De hecho, la mezcla de la presente invencion carece preferiblemente
de formas lactonicas. En otras palabras, no se pueden detectar formas lactonicas, usando métodos conocidos, en la
mezcla de la presente invencion. Por consiguiente, la mezcla de la presente invencién comprende al menos 50 %,
es decir, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 % de soforolipidos acidos.

La presente invencién, por lo tanto, se refiere a una cepa fungica modificada que pertenece a una cepa fungica
capaz de producir soforolipidos, segun se describié anteriormente, caracterizada porque dicha cepa flngica, en
comparacién con una cepa natural no modificada: a) tiene al menos una mutacién en el gen que codifica la
lactonasa de la presente invencion, y b) produce una mezcla que comprende al menos 50 % de soforolipidos
completamente acidos, preferiblemente, 100 % de soforolipidos completamente &cidos.

La presente invenciéon se refiere al uso, segun se describié anteriormente, en donde dicha mutaciéon es una
supresion en la lactonasa de la presente invencion.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere al uso de una molécula de acido nucleico, segun se definié
anteriormente, que ha perdido su capacidad de codificar una lactonasa funcional, o, al uso de un polipéptido, segun
se definio anteriormente, que ha perdido su actividad de lactonasa para producir una mezcla que comprende
soforolipidos completamente no acetilados. Una molécula de acido nucleico que ha perdido su capacidad de
codificar una lactonasa funcional, segun se definié anteriormente, se puede obtener mediante mutaciéon o mediante
cualquier medio conocido para silenciar la transcripcion o traducciéon de dicho acido nucleico, tal como la insercién
de un fragmento de acido nucleico, un gen marcador u otros en la parte codificante o no codificante funcional del gen
de lactonasa, una mutacién o extraccion de la parte codificante o no codificante del gen de lactonasa, el uso de
ARNip, miARN especificos, combinaciones de estos o de cualquier otro modo. De manera similar, un polipéptido,
segun se definié anteriormente, que ha perdido su actividad de lactonasa se puede obtener mediante cualquier
compuesto (pequefo) u otro medio para alterar la funcién de la lactonasa de la presente invencién. Los medios para
silenciar la transcripcién o la traduccion o los medios para alterar la funcion de la lactonasa de la presente invencién
o los medios para alterar la funcién de una proteina reguladora/activadora necesaria de la lactonasa comprenden,
por lo tanto, el uso de cualquier molécula, tal como, pero sin limitarse a, un anticuerpo, un aminoacido, un péptido,
una molécula pequena, un aptamero, una ribozima, una secuencia oligorribonucleotidica, tal como un ARNbc usado
para iniciar la interferencia por ARN (iARN) o un acido nucleico no codificante. Por lo tanto, dicha molécula es capaz
de unirse a una proteina lactonasa o a una proteina activadora/reguladora de esta o es capaz de interferir en la
sintesis celular de la lactonasa o de un activador/regulador de esta, por ejemplo, al unirse y degradar la codificacion
del ARNm de una proteina lactonasa o un activador/regulador de esta.

La presente invencion y los usos indicados anteriormente se ilustraran mediante los siguientes ejemplos no
limitantes.

Ejemplos

Ejemplo 1: Presencia de un gen de lipasa putativa en el secretoma de células de C. bombicola que producen
soforolipidos

1.1 Material y métodos
1.1.1 Preparacion de secretoma

Se cultivd C. bombicola ATCC 22214 durante 8 dias en 150 ml de medio Lang (Lang et al., 2000). Las células se
separaron del medio mediante centrifugacién a 4000 rpm durante 15 min (4 °C). El liquido del medio posteriormente
se filtr6 dos veces en un filtro de 0,22 um para excluir cualquier traza celular. Se agregd un coctel inhibidor de
proteasa (completo, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche) para evitar la degradacion proteica. En
consecuencia, la fraccion proteica en el medio recogido se enriquecié y concentr6 hasta un volumen de 30 ml
usando una Stirred Ultrafiltration Cell (Modelo 8200) con una membrana de corte de peso molecular de 10 kDa
(Sartorius stedim 14439-63-D). A continuacion, las proteinas se concentraron adicionalmente mediante ultrafiltracion
en columnas Vivaspin 15R (corte de peso molecular 10 kDa, Vivaproducts) hasta un volumen de 5 ml. La
centrifugacion se llevé a cabo a 4000 rpm a 4 °C y. La muestra se mezclé cada 15 min para evitar la precipitacion.
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1.1.2 SDS-PAGE

Se mezclaron cinco pl de la muestra con 20 pl de tampdn Laemmli, se hirvieron durante 5 min y se cargaron en un
gel de SDS-PAGE al 12,5 %. El gel se tifid con azul de Coomassie brillante G250 durante toda la noche y después
se destifi6 en MeOH al 30 %.

1.1.3 Digestion triptica

El carril de gel de SDS-PAGE total se dividié en 17 fracciones. Las piezas de gel se destifieron mediante ciclos de
incubacién de 3x20 min a 30 °C con 150 pl de una mezcla de acetonitrilo (ACN) al 50 %/200mM de (NH4)2COs. Las
proteinas se digirieron en gel (de acuerdo con Shevchenko et al., 2007) mediante la adicion de 8 pl de 0,002 pg/ul
de tripsina (Promega) con 50mM de (NH4)2COs en incubacion durante toda la noche a 37 °C. Los péptidos se
recogieron del sobrenadante. Las piezas de gel se extrajeron adicionalmente con 60ul de ACN al 60 %/FA al 0,1 %
durante una incubacién de 20 min a 30 °C. A continuacién, las muestras se sometieron a agitacion vorticial durante 3
min, se centrifugaron durante un tiempo reducido y la extraccion se repitié con 20 ul de ACN al 60 %/FA al 0,1 %.
Estos extractos se agruparon con el sobrenadante y la mezcla peptidica resultante se secé usando centrifugacién al
vacio y se disolvio en 15 pl de ACN al 2 %/FA al 0,1 %.

1.1.4 Analisis MS NanoLC-ESI-FT

Se cargaron cinco ul de los péptidos extraidos en una columna analitica Zorbax300SB-C18 de 150 mm x 75 pm
(Agilent) conectada a un sistema cromatografico Agilent 1200 (Agilent, Santa Clara, CA, EE. UU.) acoplado a un
espectrometro de masas LTQ-FTUIltra (Thermo Fisher Scientic, Waltham, MA), segun se describi6é en de Graaf et al.
(2010). La separacion se llevo a cabo mediante cromatografia de fase inversa usando un gradiente lineal en 50 min
que variaba de 2 % de tampon A a 80 % de tampdn B a una velocidad de flujo de 300 nl/min. El tampén A de fase
moévil era 99,9 % de agua con 0,1 % de acido férmico. La fase mévil B era 99,9 % de acetonitrilo con 0,1 % de acido
formico. El eluyente de LC se acoplé directamente a una fuente TriversaNanoMate ESI (Advion, Ithaca, NY),
funcionando en modo nanoLC y equipada con D-chips sobre los que se aplicaba un voltaje de 1,55 kV.

El analizador de masas FT-ICR adquirié barridos de MS a una resoluciéon de 100 000 durante la separacion LC. Los
tres péptidos precursores mas intensos para cada barrido de MS se seleccionaron automaticamente y se
fragmentaron mediante el analizador de masas con trampa i6nica LTQ.

1.1.5 Busqueda en base de datos

Los datos de LC-MS/MS no procesados recibidos de las mediciones de MS FTICR se analizaron usando Mascot
Daemon versién 2.3.2. Para identificar las proteinas, se llevaron a cabo blsquedas con Mascot versién 2.3.01 con
respecto al genoma primario anotado de C. bombicola disponible internamente que contenia 4617 genes, previsto a
partir de 3 contigos usando el algoritmo Augustus, junto con su base de datos sefiuelo creada al vuelo mediante el
programa informatico Mascot. Los datos de MS/MS para las bandas de 17SDS-PAGE se fusionaron en un unico
archivo de busqueda. Se aplicaron los siguientes ajustes de busqueda: los datos se importaron con el filtro Thermo
Finnigan LCQ/DECA RAW, se permitié un maximo de 2 escisiones de tripsina perdidas y se configur6é una oxidacion
(M) como modificacion variable. Como parametro de instrumento, se seleccion6 el instrumento ESI-FTICR con una
tolerancia de error de MS/MS de 0,5 Da y una tolerancia de error de péptidos de 10 ppm. Todos los péptidos con un
umbral de significacion mayor que 0,01 y un corte de puntuacion iénica menor que 30 se descartaron. Se aceptaron
proteinas con dos o mas coincidencias peptidicas dentro de los criterios indicados anteriormente. La abundancia
proteica, expresada como un valor EmPAI (Rappsilber et al., 2002), se calculé mediante Mascot usando la cantidad
de péptidos observables Nobsd ¥ la cantidad de péptidos observados Nobsbi para un ion primario:

emPAI=10""1 donde PAI=Ngosa/Nobsb

El contenido proteico en porcentajes molar y de fraccion de peso se describen como:

Contenido proteico (%mol) =(emPAl/y emPAl)x100

Contenido proteico (% peso) =(emPAIxM,)/> (emPAIxM,))x100

Donde M es el peso molecular de la proteina y > emPAIl es la suma de los valores emPAIl para todas las proteinas
identificadas.

1.2 Resultados
En la fraccién proteica secretada (secretoma) de C. bombicola obtenida después de 8 dias de cultivo se identificaron

31 proteinas. Entre ellas, se hallé una lipasa putativa con una puntuacion proteica de 14222 (corte de puntacién=30)
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y 7 péptidos unicos. En la Figura 3 estan marcados estos péptidos. En la Tabla 1 se puede encontrar informacion
detallada sobre estos péptidos, incluidas las puntuaciones de Mascot que indican la calidad de la identificacion.

Tabla 1. Péptidos de lactonasa detectados y su valor esperado y puntacion idnica calculada mediante Mascot
version 2.3.01

N.2 | Puntuacién [ Esperado |Péptidos

1 |51 8,6e-006 [K.NPSPELK.L (SEC ID N® 21)

2 |56 3,3e-006 [K.VVQVAYK.T (SEC ID N¢ 22)

3 |91 1,3e-009 |R.QEGYAGLDGIR.A (SEC ID N¢ 23)

4 |70 1e-007 R.YMYHGGSDELAK.L (SEC ID N° 24)

5 |[36 0,00026 |R.YMYHGGSDELAK.L (SEC ID N° 24)

6 |[39 0,00014 |R.YMYHGGSDELAK.L + Oxidacién (M) (SEC ID N° 25)
7 |67 1,9e-007 |R.YMYHGGSDELAK.L + Oxidacién (M) (SEC ID N° 25)
8 |94 7,4e-010 |R.ELLTLPDIFDFGPNLEK.V (SEC ID N° 26)

9 |62 1,2e-006 |R.ELLTLPDIFDFGPNLEK.V (SEC ID N® 27)

10 |80 2,3e-008 |K.RELLTLPDIFDFGPNLEK.V (SEC ID N¢ 28)

11 |73 9,4e-008 |R.KRELLTLPDIFDFGPNLEK.V (SEC ID N 29)

12 |43 6,8e-005 |R.KRELLTLPDIFDFGPNLEK.V (SEC ID N 29)

El programa informatico Mascot calcula automaticamente el factor anemPAIl para cada proteina. Para la lipasa, el
factor emPAl calculado es 1,39 que corresponde a 3,72 %mol y 3,17 % en peso, respectivamente, para el contenido
proteico del secretoma de 8 dias.

Ejemplo 2: creacion de una cepa de C. bombicola negativa para lactonasa para la produccion de soforolipidos
acidos

2.1 Material y métodos
2.1.1 Cepas y condiciones de cultivo

Se usé Candida bombicola ATCC 22214 como la cepa genitora o natural. Se derivdé Candida bombicola PT36, un
mutante autétrofo ura3 de esta cepa genitora y se usé para construir las cepas con inactivacién y sobreexpresion.
Cuando se previ6 la produccion de soforolipido, se usé el medio descrito por Lang et al. (2000). Se agregaron 37,5
g/L de aceite de colza dos dias después de la inoculacion. Los cultivos de levadura se incubaron a 30 °C y 200 rpm
durante un tiempo total de 10 dias.

Se usaron células de Escherichia coliDH5a en todos los experimentos de clonacién y se cultivaron en medio Luria-
Bertani (LB) (tripton al 1 %, extracto de levadura al 0,5 % y cloruro de sodio al 0,5 %) complementado con 100 mg/L
de ampicilina. Los cultivos de E. coliliquidos se incubaron a 37 °C y 200 rpm.

2.1.2 Aislamiento y secuenciacion de ADN

El ADN plasmidico bacteriano se aisl6 con el kit QlAprep Spin Miniprep (Qiagen). Todas las secuencias de ADN se
determinaron en LGC genomics, (Berlin, Alemania).

2.1.3 Transformacion
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Las células de C. bombicola se transformaron mediante electroporacion. Los transformantes se seleccionaron en
placas de dextrosa sintética (SD) [base de nitrdgeno de levadura al 0,67 % sin aminoacidos (DIFCO) y glucosa al 2
%]. Las células de E. coli se transformaron segun lo descrito por Inoue et al. (1990).

2.1.4 Creacion del casete de inactivacion

Se amplificé un fragmento total de 1944bp que comprendia el CDS de lactonasa completo con los cebadores
lip2for3 y lip2rev3 (Tabla 2) y se clond en el vector pGEM-T® (Promega). El vector creado de 4946 bp se digirié con
Mfel y Nan, suprimiendo de este modo 282 bp de la region codificante de la lactonasa.

El marcador autétrofo Ura3 de Candida bombicola (Van Bogaert et al., 20082) se amplificé con los cebadores
ura3MFelFor y ura3Narlrev (Tabla 2), que alojaban los sitios de restriccion para Mfel y Nar, respectivamente, en sus
extensiones en 5. El fragmento de PCR purificado de 2064bp se corté con las enzimas de restriccion mencionadas y
se lig6 al vector digerido. El vector resultante de 6717 bp se usdé como plantilla para generar el casete de
inactivacion de lactonasa con los cebadores lip2for3 y lip2rev3. El fragmento de 3806 bp contiene el marcador ura3
con aproximadamente 0,8 kb de la secuencia de lactonasa en cada sitio, necesarios para la recombinacion de
homologos en el locus de lactonasa. Este fragmento lineal se usé para transformar Candida bombicola PT36.

Tabla 2. Cebadores usados para inactivar el gen de lactonasa de soforolipidos de C. bombicola. Todos los
cebadores se obtuvieron de Sigma Genosys. Las regiones subrayadas marcan sitios de restriccion.

Nombre Caracteristica Secuencia

lip2for3 clonacion de lactonasa CAGCGCTGGGATTCATCTGCTC (SEC ID N2 3)

lip2rev3 clonacion de lactonasa GCTAAGCAGCCTTGGGAGTTTC (SEC ID N2 4)

ura3MfelFor marcador ura3 de amplificacion TACAATTG-GCCTATAAGGCTAAAGAAAGTA (SEC ID N2 5)
ura3Narlrev marcador urea3 de amplificacion ATGGCGCC-GATGCCGAGGAACTGTCATTGC (SEC ID N¢ 6)
koLip2FlankFor  verificar genotipo KO en &' CAGACGCATTGGCTGCCTTC (SEC ID N® 7)
ura30utBeginRev verificar genotipo KO en &' ACTGCCATCATGGTTCAACCTCAC (SEC ID N2 8)
koLip2FlankRev  verificar genotipo KO en 3' TACTGCTCTGCCGATCGTTG (SEC ID N2 9)

Ura30utEndFor  verificar genotipo KO en 3' TAAAGAAACGAAGGGCCCAGCAGTC (SEC ID N2 10)

2.1.5 Muestreo

Se extrajeron muestras de soforolipidos diarias de la siguiente manera: Se agregaron 3 ml de etanol a 1 ml de caldo
de cultivo y se agitaron vigorosamente durante 5 min. Después de la centrifugacion a 9000 g durante 5 min, se
recogio el sobrenadante. Al finalizar el periodo de incubacion, se agregaron 3 volumenes de etanol al caldo de
cultivo para la extraccion total de los soforolipidos. Los restos de células se retiraron mediante centrifugacion a 1500
g durante 10 min.

Para un andlisis gravimétrico adicional, se evaporaron los sobrenadantes de la mezcla agua-etanol de la extraccion
total. Se agregaron 2 volimenes de etanol para disolver los soforolipidos y la fuente de carbono hidréfoba residual.
La mezcla se filtré para retirar los compuestos solubles en agua y se evaporé nuevamente. Se agregd 1 volumen de
agua y se fijo a pH 7, luego se agreg6 1 volumen de hexano y después de una agitacion vigorosa se dejé que la
mezcla se separara. Se recogieron las diferentes fracciones, se evaporaron y se determind la masa. La fase de
hexano contendra aceite residual, mientras que la fase de agua contiene los soforolipidos. Las muestras se
analizaron mediante HPLC y deteccion de dispersién de luz evaporativa.

La concentracion de glucosa en los sobrenadantes de cultivo se determin6 mediante anadlisis con el 2700 Select
Biochemistry Analyzer (YSI Inc.).

Las unidades formadoras de colonias (UFC) se determinaron al colocar en placas diluciones decimales sobre placas
de agar con glucosa al 10 %, extracto de levadura al 1 % y urea al 0,1 % que se incubaron a 30 °C durante tres dias.

2.1.6 Andlisis HPLC y LC-MS de glicolipidos
12
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Las muestras de soforolipidos se analizaron mediante HPLC en un sistema Varian Prostar HPLC usando una
columna Chromolith® Performance RP-18e de 100-4,6 mm de Merck KGaA a 30 °C y deteccion de dispersion de luz
evaporativa (Alltech). Se debio6 usar un gradiente de dos eluyentes, una disolucion acuosa de acido acético a 0,5 % y
acetonitrilo, para separar los componentes. El gradiente comenz6 con acetonitrilo al 5 % y aumentd linealmente
hasta 95 % en 40 min. La mezcla se mantuvo de este modo durante 10 min y luego se llevé nuevamente a
acetonitrilo al 5 % en 5 min. Se aplicé una velocidad de flujo de 1 mL/min. A efectos de poder comparar y cuantificar
las diferentes muestras, se analizaron diluciones de un estandar en paralelo.

El analisis de cromatografia liquida y espectrometria de masas (LCMS) se llevd a cabo en Intertek ASG
(Manchester, RU) con un Micromass Quattro Ultima LIMS 1107 (Waters). El intervalo de deteccion se fijé en m/z 100
a 1000 y se aplicd el modo de ion negativo. Se usaron la misma columna y las condiciones de LC para el analisis de
HPLC.

2.2 Resultados

El casete de inactivacion de lactonasa se construyé como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Este
fragmento lineal se us6 para transformar la cepa Candida bombicola PT36 negativa para ura3. El genotipo de los
transformantes se verific6 mediante PCR de colonia de levadura con dos pares de cebadores (Tabla 2).

La primera combinacién, koLip2for3 y ura30utBeginRev, verifica el evento de recombinacién anterior;
koLip2FlankFor se une al ADN genémico que precede a la region de integracion y ura30utBeginRev se une al gen
marcador del casete de alteraciéon. El segundo par verifica la parte posterior del mismo modo: KoLip2FlankRev se
une a la region gendmica, mientras que ura3OutEndFor se une al gen marcador. Se obtuvieron varios mutantes
correctos.

Si la lactonasa participa en el cierre del anillo de los soforolipidos acidos, la inactivacion del gen deberia resultar en
una reduccion en la cantidad relativa de soforolipidos lactdnicos. La produccion de soforolipidos del inactivado se
comparé con el natural en medio con y sin adicién de aceite de colza. El crecimiento y la viabilidad celular no fueron
afectados; las UFC para los mutantes no fueron significativamente diferentes con respecto al natural y esto durante
todo el periodo de produccién. Ademas, la velocidad de consumo de glucosa también fue comparable a la del
natural, lo cual indica que la sintesis de soforolipidos se esta llevando a cabo; un proceso bioquimico que consume
mucha glucosa. Durante la fase estacionaria y al finalizar el tiempo de cultivo, se recogieron muestras de
soforolipidos. Sorprendentemente, una Unica inactivacion del gen de lactonasa resulté en la ausencia completa de
cualquier forma lacténica en cualquier muestra y esto tanto en la preparacién complementada como en la no
complementada con aceite (Figura 4 y 5). Los experimentos se repitieron varias veces en diferentes momentos y
para los cultivos sin la adicion de aceite se obtuvieron entre 20 y 30 g/L de soforolipidos, mientras se confirmé en la
literatura que el rendimiento era mayor cuando se agregaba aceite de colza. En este ultimo caso, se obtuvieron entre
45y 60 g/L.

De manera inesperada, los rendimientos para el tipo natural y el mutante fueron comparables, a diferencia de las
manipulaciones previas de la via biosintética de soforolipidos. De hecho, una inactivacion simple del gen de
acetiltransferasa, que conduce a la produccion de soforolipidos no acetilados, resulté en una produccién de solo 5
g/L de soforolipidos, incluso cuando se agreg6 aceite de colza (Saerens et al., 2011b). Ademas, cuando se apunté a
la produccién de glucolipidos al deshabilitar la segunda glucosiltransferasa de la via biosintética de soforolipidos,
nuevamente se observé una gran reduccion en la produccion de biotensioactivo (Saerens et al., 2011a).

Como se puede observar en los cromatogramas de la Figura 5, los acidos grasos libres derivados del aceite de colza
se detectan tanto en el tipo natural como en el inactivado, lo que significa que los triglicéridos del aceite de colza
todavia se hidrolizan incluso si se deshabilita una enzima con una funcién de lipasa putativa.

Este hallazgo indica que al menos una otra enzima lipasa es responsable de la hidrélisis de los triglicéridos del
aceite de colza y que, en consecuencia, el aceite de colza todavia puede servir como fuente de carbono o sustrato
hidréfobo para la produccion de soforolipidos en la cepa negativa para lactonasa.

Ejemplo 3: Creacién de una cepa de C. bombicola con sobreexpresion de lactonasa para la produccién de
soforolipidos completamente lactonizados

La produccién de una mezcla de soforolipidos enriquecida con moléculas de soforolipidos lacténicas se obtiene
mediante el uso de una cepa de levadura productora de soforolipido como hospedante para la sobreexpresién del
gen de lactonasa de C. bombicola. Para C. bombicola ATCC 22214, por ejemplo, se crea un casete de
sobreexpresion en el que el gen de lactonasa esta bajo el control del promotor constitutivo y con elevada actividad
GKI (fosfoglicerato cinasa). Estas construcciones de sobreexpresidon se clonan en un vector que ya comprende el
marcador de seleccion URA3 de C. bombicola con secuencias anteriores y posteriores para recombinacion en el
genoma (Van Bogaert et al., 2008a) y se usan posteriormente para la transformacion de una cepa de C. bombicola
deficiente para ura3. Expresar la lactonasa de este modo conduce a una mezcla de soforolipidos notablemente
enriquecida con formas lacténicas.
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3.1 Material y métodos

3.1.1 Cepa y condiciones de cultivo; aislamiento y secuenciacion de ADN; transformacion
Véanse las secciones 2.1.1,2.1.2y 2.1.3.

También se usaron otros medios que promueven la produccién de soforolipidos acidos tales como un medio sin
adicion de citrato.

Los experimentos en biorreactor se llevaron a cabo en un recipiente de cultivo Biostat® B (Sartorius-BBI Systems)
con un volumen de trabajo maximo de 1,5 a 3 L. La temperatura (30 °C), el pH (3,5), la velocidad de agitacién (800
rpm) y la velocidad del flujo de aire (1 vvm) se controlaron mediante la unidad de control Biostat® B. Se usaron 100
mL de un cultivo durante toda la noche en matraz de agitacién para inocular el fermentador. Para mantener el pH a
3,5, se usd 5 N NaOH. No hubo correccién para un pH demasiado alcalino y las fermentaciones se iniciaron a pH 5,8
y en consecuencia se dejaron bajar espontaneamente hasta 3,5. La alimentacién de la fuente de carbono hidréfoba
se inici6 48 horas después de la inoculacién y a partir de ese momento se agregaron 25 g de aceite de colza cada
24 horas. Se agreg6 glucosa adicional 150 horas después de la inoculacion. Para las fermentaciones del tipo
natural, la velocidad de agitacién se debid bajar hasta 600 rpm después de 5 dias de cultivo para controlar la
formacion de espuma dado que la adicion de la fuente de carbono hidréfoba ya no ayudaba.

3.1.4 Creacion de los casetes de sobreexpresion

La secuencia del promotor GKI completa se amplificé a partir del ADN genémico de Candida bombicola usando los
cebadores P124_FOR_pGKI_extinfuSpel y P125_REV_pGKI_extlipase. La secuencia del gen de lactonasa se
amplific6 a partir del ADN genémico usando los cebadores P126_FOR_lipase extpGKIl y
P127_REV_termlac_extinfuBamHI y ambos fragmentos se fusionaron posteriormente usando PCR de fusiéon. Un
vector (pGEM-t_cassette_ yEGFP) que contenia el marcador auxétrofo URA3 (bajo el control de su propio
terminador) y secuencias posteriores y anteriores para la recombinacién homoéloga, se cort6é con las enzimas Spel y
BamHlI. El fragmento lineal mencionado anteriormente se insertd posteriormente en el vector de corte usando el kit
de clonacién Infusion Advantage PCR (Clontech). El vector resultante de 7896 bp se us6 como plantilla para generar
el casete de sobreexpresion de lactonasa con los cebadores P1_FOR_URA3v y P32_REV_cassette. El fragmento
de 4904 bp se us6 para transformar la cepa ura3- Candida bombicola PT36 y la integracion se produjo en el locus de
ura3. Por lo tanto, la cepa resultante alojaba dos copias del gen de lactonasa; una bajo sus propias secuencias
reguladoras inalterada en el genoma y un segundo bajo el control del promotor constitutivo intenso GKI en el locus
de ura8. La integracion correcta del casete en el locus de ura3 se controlé al llevar a cabo PCR en colonia con los
cebadores P33_FOR_checkcassIN y P125 REV_pGKI_extlipase en el lado del casete de insercion en 5' y
P35_REV_checkcassIN_DOWN y P126_FOR_lipase_extpGKIl en el lado del casete de insercion en 3'.

Tabla 3. Cebadores usados para la sobreexpresién el gen de lactonasa de C. bombicola. Todos los cebadores se
obtuvieron de Sigma Genosys.

Nombre Secuencia
P1_FOR_URA3v AGAACAAGGCCGAGTATGTC (SEC ID N2 11)
P32_REV_cassette GTCAGATTAGCCTCCGACATAG (SEC ID N2 12)

P124_FOR_pGKI_extinfuSpel ~ CTGGCAAATCACTAGGTGCTTAGGGTGCGTGTG (SEC ID Ne 13)

P125 REV_pGKI_extlipase GAAAAAAACAGAGCCAGCATTTTTTCTGGTTTGGAGGACCTTGGGTAG (SEC
ID N2 14)
P126_FOR_lipase_extpGKI GGTCCTCCAAACCAGAAAAAATGCTGGCTCTGTTTTTTTCG (SEC ID Ne 15)

P127 REV_termlip_extinfuBamHI TGCCCTGCGGGGATCTTCACTCTAAGAAATCCTCCGAGGAAATC (SEC ID Ne
16)

P33_FOR_checkcassIN CCATACTCAAGCGCGAACAC (SEC ID N2 34)

P35_REV_checkcassIN_DOWN GAGCTCAAGACGCGTTTACTCAATGC (SEC ID N¢ 35)

3.1.5 Muestreo
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Las UFC vy la glucosa se determinaron segun se describié en la seccion 2.1.5. Las muestras (1 mL) se tomaron del
medio de cultivo durante el cultivo y los soforolipidos se extrajeron mediante la adicién de 440 pL de acetato de etilo
y 11 L de acido acidico. Después de agitar vigorosamente, las fracciones se separan mediante centrifugacion, la
fraccion de disolvente (300 uL) se diluye con 700 pL de etanol y se analizan mediante HPLC y deteccion de
dispersion de luz evaporativa.

La densidad 6ptica (DO) de los cultivos se midi6 a 600nm usando el espectrofotémetro Jasco V 630 bio (Jasco
Europe). El crecimiento también se evalu6 al determinar el peso seco celular (PSC).

3.1.6 Analisis HPLC de glicolipidos
Véase la secciéon 2.1.6.
3.2 Resultados

Se seleccionaron tres transformantes para caracterizacion adicional y todos exhibieron un comportamiento idéntico
en comparacion con el tipo natural en relacién con el crecimiento y el consumo de sustrato cuando se cultivaron en
medio de produccién. También se hizo un seguimiento de la produccion de soforolipidos durante el cultivo y los
resultados se describen mas adelante.

3.2.1 Produccién de soforolipidos en medio de produccién sin citrato

Como se ilustra en la técnica anterior, se describe la influencia del citrato sobre la lactonizacion. Por consiguiente, se
us6 un medio de produccion modificado para el cultivo del tipo natural y el mutante de sobreexpresion obtenido. Este
medio no contenia citrato, pero era idéntico de cualquier otra manera al descrito por Lang. El pH, el consumo de
glucosay la DO se representan en la Figura 6.

La bajada en el pH observada fue igual para el tipo natural y el mutante de sobreexpresion, de modo que las
posibles diferencias en la composicion de los SL no pueden atribuirse a efectos del pH. Se observaron algunas
diferencias en los valores de DO, pero son provocadas por la interferencia de los SL y el aceite en la absorbancia.
Las UFC log también se determinaron antes de detener los cultivos y estas eran iguales a 8,31 y 8,41 ufc log/ml para
el tipo natural y el transformante de sobreexpresién, respectivamente. La biosintesis de SL también se examiné y los
cromatogramas de HPLC-ELSD se representan en la Figura 7.

La sobreexpresion del gen de lactonasa claramente conduce a la lactonizacion de los soforolipidos (el pico eluyé a
28,2 minutos (lacténicos diacetilados) y 24,4 minutos (lactonicos monoacetilados)) en la ausencia de citrato lo cual
no sucede con el tipo natural, con el cual solo se producen soforolipidos acidos (pico en 18,3). Estos resultados
claramente prueban que la accion del citrato en la relacién de soforolipidos lacténicos/acidos no es resultado del pH
como sugirieron Stiwer et al. (1987). Para el tipo natural algun tipo de efecto regulador a nivel de la transcripcion
debe producirse dado que la expresién de este gen a partir del promotor fosfoglicerato cinasa constitutivo intenso
conduce a la produccién de soforolipidos lactdnicos en la ausencia de citrato.

Las extracciones totales sugirieron rendimientos mas altos de soforolipidos para el mutante de sobreexpresion en
comparacioén con el tipo natural. El rendimiento total para el transformante de sobreexpresion fue de 359 +1,3gy
17 g £ 0,5 g para el tipo natural, el aceite restante fue igual a 0,1 g + 0,0 g para la cepa de sobreexpresiény 9 g + 0,4
g para el tipo natural.

3.2.2 Produccién de soforolipidos en medio de produccion estandar

Un segundo experimento se preparé con el medio de produccion normal optimizado para la produccion de
soforolipidos lactonicos. Esto se llevd a cabo para evaluar si la sobreexpresion de esta enzima ya bastante
abundante responsable de la lactonizacién conduciria incluso a relaciones mas altas entre soforolipidos
lactonicos/acidos y posiblemente a rendimientos incluso mas altos de estos soforolipidos lactonicos diacetilados.

Se cultivaron dos réplicas del tipo natural y el transformante de sobreexpresion y se extrajeron muestras con etanol y
etilacetato segun se describié en la seccién de materiales y métodos. Los cromatogramas de HPLC-ELSD se
representan en la Figura 8. El pico que eluyé en 18,8 minutos corresponde a los soforolipidos acidos, no acetilados,
mientras que el pico que eluyd en 28,3 minutos corresponde a los soforolipidos lactonicos diacetilados.
Sorprendentemente, la sobreexpresion de la lactonasa también conduce a un efecto muy claro sobre la composicién
del soforolipido en el medio de produccién estandar, como se puede concluir al comparar la Figura 8a con la Figura
8b. Mientras que los SL acidos estan todavia presentes en cantidades sustanciales para el tipo natural, estas
estructuras no se detectan para el transformante de sobreexpresion.

Los rendimientos totales para estos experimentos estuvieron sometidos a variacién elevada y, por lo tanto, se
decidio llevar a cabo un experimento en biorreactor en el que todos los parametros se pueden controlar para obtener
resultados mas fiables.
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3.2.3 Experimento en biorreactor en medio de produccién estandar

Se ejecuto6 un biorreactor con el tipo natural y el mutante de sobreexpresion de lactonasa en paralelo. El rendimiento
de SL total del cultivo del tipo natural satisfactorio alcanz6 hasta 188,74 g con respecto a 213,42 g para el mutante
de sobreexpresion. La produccion de SL también fue visible antes para los mutantes de sobreexpresién y el pO2 bajé
bastante mas rapido para esta cepa. Los SL producidos por el mutante de sobreexpresiéon estaban intensamente
enriquecidos en formas lactonicas desde el inicio, lo cual confirma los resultados obtenidos en 3.2.2. Al finalizar la
fermentacion, este efecto fue menos pronunciado dado que la expresion de la lactonasa probablemente se produjo
bastante antes durante el cultivo para el mutante de sobreexpresion.

Otro fendmeno interesante fue la ausencia de formacion de espuma para los experimentos de sobreexpresion.
Mientras que para el tipo natural se debi6 ajustar la velocidad de agitacion a 600 rpm después de 5 dias de cultivo
para evitar el exceso de espuma provocado por la presencia de SL acidos, las cepas de sobreexpresion se pudieron
dejar con las 800 rpm iniciales sin riesgo de formacién de demasiada espuma. Esto podria ser una ventaja para
aplicaciones industriales, donde la formacién de espuma puede ser un problema real.

Ejemplo 4: Expresion heterdloga del gen de lactonasa en Pichia pastoris

La lactonasa de C. bombicola se produce extracelularmente en P. pastoris. La proteina recombinante posee una
etiqueta His que permite la purificaciéon con una columna Talon y después con una columna SD200. La degradacion
de Edman y el analisis de MS se usaron para confirmar la correccion de la secuencia proteica expresada.

4.1. Materiales y métodos
4.1.1. Produccién de proteina recombinante
4.1.1.1. Construccién de ADN

Se usé el ADN gendmico de Candida bombicola ATCC 22214 para recoger la forma madura de la lactonasa. Se
usaron los cebadores LacForvextSacll: CGTCGACTGTATGAGTTGAGT (SEC ID N¢ 36) y LacRevextPstl:
GCTGCAGGACTCCCTTTAGGCC (SEC ID N¢ 37) para crear un fragmento de PCR con dos sitios de restriccion
adicionales de Psil y Sal. Después de la purificacion del gel, el producto de PCR se subcloné en el vector pCR2.1-
TOPO (Invitrogen) y se propagé en células TOP10 de Escherichia coli (Invitrogen). Después de la purificacion del
plasmido mediante cromatografia (Qiagen MIDI kit) el inserto se retird6 por corte con Psfl y Sal. El vector de
expresion apPiczB (Invitrogen) se linealizé con las mismas enzimas de restriccion y se purificd del gel (kit innuPREP
DOUBLEpure). El inserto se ligb a apPiczB usando T4ADN ligasa y la construccion se transformé en la E.coli
electrocompetente One shot TOP10. EI mejor clon se purific6 con cromatografia (Qiagen) y se confirm6é mediante
digestion de restriccion multiple con Xmnl+Hindlll, Ncol y Sfol+EcoRV. La secuenciacién (en Beckman Coulter
Genomics) confirma la construccion apPiczB_lac. La construccién apPiczB_lac linealizada obtenida con Sad, se
transformé en células NRRL-Y-11430 de Pichia pastoris electrocompetentes.

4.1.1.2. Expresion proteica

El mutante con mejor expresion de NRRL-Y-11430 de Pichia pastoris que contenia la construccion apPiczB_lac se
cultivé en 1L de medio complejo tamponado con glicerol (BMGY, por sus siglas en inglés) en dos matraces de 2L
que contenian 500 ml de medio, durante 48h a 28 °C, 250 rpm. A continuacién, el medio BMGY se reemplazé con
medio complejo tamponado con metanol (BMMY, por sus siglas en inglés) que contenia metanol en lugar de glicerol.
Los granulos de células se lavaron y disolvieron en 1L de medio BMMY en condiciones estériles. La expresion
proteica en medio BMMY se llevé a cabo durante 48 h a 28 °C, 250 rpm. Cada 12 horas, se agregé MeOH al 1 %
para la estimulacion continua de la expresion proteica. Finalmente, el medio que contenia la lactonasa expresada se
separoé de las células mediante 10 min de centrifugacion a 4000g.

4.1.1.3. Purificacion proteica

El medio recogido (1L) se filtrd a través de un filtro en cuello de botella de 0,22 um (Corning) y se divididé en diez
membranas de dialisis con corte de 6-8kDa (Spectra por). La dialisis se llevé a cabo en 10 L de Na2HPO4 50mM,;
tampdn de NaCl 300 mM pH 7,5 en 4 °C durante 24 horas. A continuacion, el medio dializado se agrup6, se filtr6 a
través de un filtro de cuello de botella de 0,22 pm (Corning) y se cargdé en una columna Talon Superflow (GE
healthcare) con un volumen de lecho de 20 ml conectada a un sistema Akta-purifier (GE Healthcare) y equilibrada
con el mismo tampdn usado para la didlisis. Después de cargar el medio, la columna se lavé con tampoén de
equilibrio que contenia 5mM de imidazol. La proteina con etiqueta His se eluy6é con tampdén que contenia 200mM de
imidazol. A continuacion, la proteina se concentré hasta 2 ml usando columnas Vivaspin con un corte de peso
molecular de 10kDa (Sartorius).

La lactonasa parcialmente purificada se inyect6 en una columna Superdex 200 (GE Healthcare) funcionando en 20
mM de Tris; 150 mM de tampén de NaCl pH 7,5. Las fracciones que contenian la lactonasa se recogieron y
almacenaron a -80 °C.
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4.1.2. Confirmacién de la secuencia de lactonasa
4.1.2.1. Degradacion de Edman

Se separaron adicionalmente 20 pyL de la fraccion de lactonasa concentrada separada mediante la columna
Superdex 200, mediante SDS-PAGE a 12,5 %. A continuacion, la proteina se electrotransfirié a una membrana
PVDF. La determinacion de la secuencia en el extremo N se llevd a cabo mediante degradacion de Edman
automatizada en un instrumento secuenciador Procise modelo 494, equipado con un sistema de HPLC en linea que
consistia en una bomba 140C Microgradient y un detector de absorbancia programable 785A (todos de Applied
Biosytems). El andlisis se llevo a cabo con suministro de acido en la fase gaseosa.

4.1.2.1. Anélisis MS

La muestra de SDS-PAGE de la seccion 4.1.2.1. se usé para el analisis MS. La preparacion y analisis de la muestra
se describenen 1.1.3.,1.1.4y 1.1.5.

4.2. Resultados

La lactonasa de C. bombicola se expresé de manera satisfactoria en P. pastoris. Para la secrecion eficaz, el extremo
N original se reemplazé con la sefial de secrecion de factor a de Saccharomyces cerevisiae como intrinseca para el
vector apPiczB. Esta secuencia sefal se retira después de la secrecion por las células de P. pastoris. En
consecuencia, la proteina recombinante difiere de la natural: el extremo N mas corto comienza con los aminoacidos
alanina y glicina y el extremo C contiene una etiqueta His (véase el acido nucleico de la SEC ID N2 32 y los
aminoacidos en la SEC ID N? 33). La Figura 6 representa una SDS-PAGE con la fraccion de lactonasa agrupada de
la separacion en SD 200 (usada para el andlisis en 4.1.2.1.) Hay una Unica banda difusa visible a la altura de 70-75
kDa que es mas elevada que la prevista con el peso molecular 45 kDa de la lactonasa. El desplazamiento de masas
probablemente se debe a la abundante glicosilacién tipica para las proteinas secretadas producidas por Pichia
pastoris.

SEC ID N¢® 32, los nuclettidos diferentes que forman la SEC ID N2 1 estdn marcados en negrita:
GCAGGACTCCCTTTAGGCTATACTGCGGCCCCCGCTGAATCATTCTATTTTTGGCCAGA

GAACATATCCAGCCTCCAAGCTOGGCGAGATTTTITAGAAAACGGGAACTCTTAACTCTCC
CAGACATCTTTGACTTTGGCCCTAATCTGGAAAAGGTCGTACAAGTGGCTTACAAAACC
CGTCTCACCGATGGCAATGACTCGTTTTCCATCGCCAGTATCTTTATCCCTAAGAATCCA
AGCCCAGAACTCAAACTTTACTCTTATCAGACGTTTGAGGATGCCGTGCAGCTTGATTGT
GCCCCAAGCTATGCTTTAGAAGTGGGTAACAAGTCCAGCAACTATCTTCCTGTCACTAG
CAATTTATCTGCCATCAGTCGAGAACTTGAGAAAGGACGTCACTGCATTATCCCTGATCA
CGAGGGCTATATTTCAGGATTCTTTGCAGGACGGCAGGAGGGATATGCTGGTTTAGAC
GGAATTCGCGCTGCTCGAAACTATCTCAATGGCACCAACGAGACCCCAATTGGTATCTT
CGGATACAGTGGAGGTGCACAAGCAACGGCCTGGATTGTTGATTTGCATGACGAGTAT
GCTCCTGACTTGAACTTTGTTGGAACAGTTTCTGGAGGCACTTTGGTTGACGCTTGGGG
CACTTTTCAGTATATCGACTATCCGAAGGTGTATCTAAAGGGCAGCATTCTTATCATGTA
TACGGGTCTTTTTTCAGGTTATCCAGCTCAATTTGAGGTGATTTGGCCATATATTGAGCC
TGTAATTCAAGAAAACATGCTACTGCTACGTTTGGCGCCGAATGATTGTAACCAAAGCC
CGATACTTCAAGGTTACAACAATTCAATCATGGCCGGTATACATGTGGACCTTCCCGAAT

TCCCTGCTTCTAAGTACATATTCCAGCACGAGTCCCTCCTTGCCAACTACAGCGTAGTG
CCAGTTTCCACACCGAAGTTTCCTCGCTACATGTACCATGGTGGATCTGATGAGTTGGC
CAAATTGAGCCTTGTCGAGCAGTATGTTGATCAACAATGGAATACCGGCGCTAATCTCA
CCTTCGTGGTGTATCCGGGTCTTCTTCATGACGAGACGGCTTACCGTGGCTTTGATGCC
GCGATGGATTGGCTTGATGCCCAGCTCGATAGTGGATACCTTCCACCTGTAAACTCAAC
TCATACAGTCGACCATCATCACCATCACCACTAG
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SEC ID N2 33, los amino&cidos diferentes que forman la SEC ID N® 2 estan marcados en negrita:
AGLPLGYTAAPAESFYFWPENISSLQAGEIFRKRELLTLPDIFDFGPNLEKVVQVAYKTRLTD

GNDSFSIASIFIPKNPSPELKLYSYQTFEDAVQLDCAPSYALEVGNKSSNYLPVTSNLSAISRE
LEKGRHCIIPDHEGYISGFFAGRQEGYAGLDGIRAARNYLNGTNETPIGIFGYSGGAQATAW|
VDLYDEYAPDLNFVGTVSGGTLVDAWGTFQYIDYPKVYLKGSILIMYTGLFSGYPAQFEVIW
PYIEPVIQENMLLLRLAPNDCNQSPILQGYNNSIMAGIHVDLPEFPASKYIFQHESLLANYSVY
PVSTPKFPRYMYHGGSDELAKLSLVEQYVDQQWNTGANLTFVVYPGLLHDETAYRGFDAA
MDWLDAQLDSGYLPPVNSTHTVDHHHHHH

Ambos métodos, la secuenciacion del extremo N y el andlisis MS, confirman la correccion de la lactonasa
recombinante. En la degradacion de Edman, la secuencia del extremo N de la lactonasa fue: AGLPLGYTAAPA
(SEC ID N® 38), como se esperaba para la proteina recombinante (véase la SEC ID N° 33). Se identificaron 16

péptidos unicos correspondientes a la SEC prevista con ID N° 33 mediante el analisis MS (Tabla 4).

Tabla 4: Péptidos detectados de la lactonasa recombinante mediante el analisis MS. Cada uno de los péptidos se

describe por secuencia, su valor esperado y la puntacion idnica calculada mediante Mascot versién 2.3.01

N.? | Puntuacién |Esperado |Péptidos

1 |42 6,20E-05 |K.NPSPELK.L (SEC ID N° 21)

2 |55 5,80E-06 |K.WQVAYK.T (SEC ID N2 22)

3 |50 1,00E-05 [K.WQVAYKTR.L (SEC ID N° 39)

4 |81 1,50E-08 [R.QEGYAGLDGIR.A (SEC ID N° 23)

5 |46 2,60E-05 |R.YMYHGGSDELAK.L (SEC ID N° 24)

6 |64 3,60E-07 |R.YMYHGGSDELAK.L + Oxidacion (M) (SEC ID N° 25)

7 |46 6,30E-05 |R.QEGYAGLDGIRAAR.N (SEC ID N? 40)

8 |91 1,60E-09 |K.SSNYLPVTSNLSAISR.E (SEC ID N 41)

9 |73 8,50E-08 |K.SSNYLPVTSNLSAISR.E (SEC ID N¢ 41)

10 |83 1,40E-08 |R.LTDGNDSFSIASIFIPK.N (SEC ID N¢ 42)

11|77 5,00E-08 |R.ELLTLPDIFDFGPNLEK.V (SEC ID N° 26)

12 |57 2,40E-06 |R.HCIIPDHEGYISGFFAGR.Q + Propionamida (C) (SEC ID N2 43)
13 |59 1,50E-06 |R.HCIIPDHEGYISGFFAGR.Q + Propionamida (C) (SEC ID N 43)
14 |49 3,40E-05 |K.RELLTLPDIFDFGPNLEK.V (SEC ID N® 28)

15 |42 9,50E-05 |R.KRELLTLPDIFDFGPNLEK.V (SEC ID N® 29)

16 |70 1,20E-07 |R.KRELLTLPDIFDFGPNLEK.V (SEC ID N¢ 29)

17 |44 8,00E-05 |K.GRHCIIPDHEGYISGFFAGR.Q + Propionamida (C) (SEC ID N¢ 45)
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N.? | Puntuacién |Esperado |Péptidos

18 |61 1,80E-06 |R.LTDGNDSFSIASIFIPKNPSPELK.L (SEC ID N°. 46)
19 143 7,80E-05 |R.ELLTLPDIFDFGPNLEKWQVAYK.T (SEC ID N° 47)
20 |54 7,80E-06 |K.TRLTDGNDSFSIASIFIPKNPSPELK.L (SEC ID N¢ 48)

Ejemplo 5: Ensayos de actividad con lactonasa purificada

La produccion de la lactonasa recombinante en Pichia pastoris permite llevar a cabo una caracterizacién mas
detallada de esta enzima. Primero, se someti6 a prueba una mezcla de soforolipidos (SL) acidos mono, di y no
acetilados para confirmar que la lactonasa es responsable de la formacién de los SL con lactona. A continuacién, las
diferentes formas de SL se analizaron por separado para investigar exhaustivamente el comportamiento de la
enzima con dichos sustratos. Todas las pruebas se llevaron a cabo a dos valores de pH diferentes (3,5 y 6).

Se investig6 la actividad de lipasa/esterasa de la lactonasa. Las pruebas colorimétricas se basaron en la liberacion
de p-nitrofenol tras la hidrélisis de tres derivados de p-nitrofenilo con diferentes longitudes de cadena, que eran
acetato de p-nitrofenilo (pnpa) y butirato de p-nitrofenilo (pnpb) (Jung and Park, 2008; Lopes et al., 2011).

5.1. Materiales y métodos
5.1.1. Materiales

Compuestos usados para la preparacién del tampén del ensayo enzimatico: citrato de sodio, hidréxido de sodio y
acido clorhidrico, adquiridos de Sigma.

Los diferentes tipos de SL se obtuvieron por medio de produccién mediante cepas de C. bombicola. En caso de
necesidad, se aplicaron etapas de purificacion o tratamientos quimicos especificos conocidos para los expertos en la
técnica para obtener una forma especifica. Se prepararon aproximadamente 100 mM de disolucién concentrada en
agua para los ensayos enzimaticos. Debido a que la mayoria de las veces se usd una mezcla de SL, se aplicé el
peso molecular promedio estimado de 675,4 g/mol y densidad de 1,05 g/ml.

Se adquirié la lipasa B de Candida antarctica de Sigma. Los sustratos pnpa y pnpb, y dodecilsulfato de sodio, Triton
X-100, Tris también. Recibimos los disolventes acetonitrilo y tetrahidrofurano de Biosolve y Riedel de Haén,
respectivamente. El cloruro de sodio se adquirié de Merck.

5.1.2. Ensayos enzimaticos
5.1.2.1. Ensayo enzimatico con mezcla de SL acidos mono, di y no acetilados

Se disolvieron 135 mg de SL secos en 2 ml de agua para preparar una disolucion concentrada de 100 mM usada en
los ensayos enzimaticos. Se prepararon cinco concentraciones de proteina purificada diferentes: 0,6 pg/ml; 1,6
pg/ml; 3,2 pug/ml; 6 pg/ml; 9,2 ug/ml (concentracion 60 ug/ml). La proteina se incubd con aproximadamente 5 mM de
una mezcla de soforolipidos di, mono y no acetilados (obtenido del mutante con lactonasa KO) en un volumen total
de 1 ml. Para tamponar la reaccion a pH3,5 y pH6, se usaron 50 mM de CsHsNasO7 en ambos casos. El ensayo se
detuvo después de incubacién durante toda la noche a 28 °C con rotacion. Para cada condicién se prepard una
reaccion blanco, donde la enzima se reemplazé con el tampén en el que se purifico la enzima: 25 mM de Tris, 150
mM de NaCl, pH 7,5. Los productos de la mezcla de reaccién se extrajeron con 440 pul de etilacetato y 11 pl de acido
acético. De la fase de disolvente, se recuperaron 400 pl y se analizaron con HPLC (véase la seccion 2.1.6.). Se
compararon los espectros de la muestra y la reaccion blanco.

5.1.2.2. Ensayo enzimatico con otro SL

Se incubaron 0,6 pug/ml de proteina purificada con ~5 mM de diferentes preparaciones de SL, es decir, a: mezcla de
SL natural; forma de SL enriquecida con lactona de una produccién estandar; SL acido, no acetilado puro, preparado
quimicamente y SL acido no y mono acetilado producido por el mutante con lactonasa KO. Las condiciones para
incubacién y extraccion son las mismas descritas en 5.1.2.1.

5.1.2.3. Actividad de lipasa/esterasa

Para el ensayo enzimatico con derivados de p-nitrofenilo, se us6 lactonasa purificada en 150 mM de NaCl, 25 mM
de Tris, pH 7,5. Las concentraciones de la disolucion de trabajo, 6 mg/ml, se prepararon mediante concentradores
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Vivaspin (Sartorius), con un corte de peso molecular de 5 KDa. La concentracion enzimatica se verifico usando un
espectrofotometro nanodrop 2000 (Isogen).

Las disoluciones de trabajo de lipasa B de Candida Antarctica se derivaron de una disolucién concentrada de 1,2
mg/ml en el mismo tampdn enzimatico que se usé para la lactonasa.

Cada uno de los derivados de p-nirtofenil se prepar6é en un modo diferente debido a su estabilidad y solubilidad. Una
disolucién de trabajo de 1 mM de acetato de p-nitrofenilo (ppna) se prepard nueva en ACN al 5 %/50 mM de Tris, pH
7,3, apenas antes de su uso. Para butirato de p-nitrofenilo (pnpb), se us6 una disolucion de trabajo de 1 mM en 50
mM de Tris, pH 7,3 que contenia triton X-100 al 0,2 % y 0,43M de tetrahidrofurano (THF). Instalacion experimental
del ensayo enzimatico.

En una placa de microtitulacién de 96 pocillos, se agregaron 200ul de una disolucion de trabajo de sustrato a 40ul de
enzima (muestra) o tampén de enzima (blanco). Desde estos pocillos, se transfirieron 200ul a un pocillo vacio
después de la mezcla. En un experimento de reduccién de escala con lactonasa el volumen final medido fue de solo
120ul. Las mediciones espectrofotométricas se llevaron a cabo en un lector Microplate, modelo 680XR, (Bio-rad)
usando una longitud de onda de 405 nm, en el modo de accionamiento de tiempo, llevando a cabo 60 lecturas con
intervalos de 30 o 60 segundos a una temperatura de incubacién de 25 °C (en un experimento con lipasa B, el
intervalo entre dos lecturas se fij6 en 15 segundos). El blanqueo para el fondo de los pocillos de la placa de
microtitulacion y/o el color amarillento para la disolucién de lactonasa concentrada se llevé a cabo mediante
mediciones del criterio de valoracién de los pocillos vacios. Solo los pocillos con el mismo fondo se usaron para
comparar las muestras con los blancos.

La lipasa B de Candida Antarctica se usé como testigo positivo para la hidrélisis de todos los sustratos.
5.2. Resultados
5.2.1. Ensayo enzimatico con SL

Los productos extraidos después de cada ensayo enzimatico con SL se analizaron en HPLC. Los cromatogramas de
la muestra se compararon con un experimento blanco y se buscaron nuevos picos. Las Figuras 10 y 11 presentan
los resultados del ensayo enzimatico a pH 3,5 y pH 6 con una mezcla de SL mono, di y no acetilados. Las flechas
negras marcan los productos formados (0,6 pg/ml de lactonasa): los picos que eluyeron en 26,047 min y 27,494 min
que no estan presentes en el blanco. Estos picos corresponden a la forma lactonica diacetilada de los SL con &cidos
grasos C16 y C18:1 segln se determindé mediante LC-MS (2.1.6). Se observé el mismo patréon en el ensayo con
cinco concentraciones de proteina purificada diferentes: 0,6 pg/ml; 1,6 pg/ml; 3,2 pg/ml; 6 ug/mil; 9,2 pg/ml.

Los ensayos se prepararon con SL acido no acetilado y mezcla de SL acidos no y monoacetilados a pH 3,5y pH 6.
En ambos casos no se observo la forma de SL con lactona. Después de los ensayos enzimaticos con la mezcla de
SL en forma natural y la mezcla de SL enriquecidos con lactona, no se detect6 ninguna diferencia en el patron entre
los blancos y las muestras.

5.2.3. Ensayos colorimétricos

Para cada derivado de p-nitrofenilo, se obtuvo un espectro de absorcion accionado por tiempo, usando una longitud
de onda de 405nm a 25 °C.

Las Figuras 12a y b muestran los espectros para el 1 mg/ml de lactonasa en combinacién con butirato de
p-nitrofenilo, en una preparacion de volumen de prueba final de respectivamente 120 y 200ul. Se puede establecer
una liberacion lenta de p-nitro-fenol, que indica alguna actividad de hidrélisis de la enzima en el sustrato Ca.

En el gréafico presentado en la Figura 13, se registrd la absorcién de A405 durante 60 minutos para una mezcla de
reaccion que contenia la lactonasa concentrada y acetato de p-nitrofenilo. Los datos se corrigen para la absorbancia
de fondo de la placa de multiples pocillos y la disolucion de la enzima de 1mg/ml. Aunque la hidrdlisis natural
provoca la liberacion de p-nitrofenol en el blanco, la velocidad de la reaccion aumenta claramente en presencia de la
enzima. Ademas, es obvio que la velocidad de la hidrélisis, catalizada por la lactonasa, es mas alta en combinacién
con el sustrato de acetato (Cz) que con el de butirato (C4).

Los ensayos enzimaticos con soforolipidos demuestran que la lactonasa es responsable de la lactonizacion de los
soforolipidos. Después del analisis de los cromatogramas de HPLC del ensayo enzimatico con diferentes formas de
SL se puede concluir que los SL &cidos diacetilados son los mejores sustratos para la lactonasa. La presente
invencion muestra que para formar un SL lacténico, preferiblemente, se necesita una concentracién baja de la
enzima: 0,6 pg/ml. Ademas, el SL con lactona se produjo en los ensayos tanto a pH 3,5 como pH 6, lo que indica
que la enzima es activa en un rango de pH amplio.

Ejemplo 6. Lactonasa mutada
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6.1. Materiales y métodos
6.1.1. Disefio del mutante

La construccién apPiczB (Invitrogen) con la lactonasa (sec. con nim. de ident. 32) descrita en la seccion 4.1.1.1. se
envio a Genscript donde se llevd a cabo mutagénesis dirigida al sitio de un aminoacido. Ser (181) del motivo
conservador GYSGGA (sec. con num. de ident. 44) codificado por los nucle6tidos AGT se reemplazd con Ala
codificado por GCT.

6.1.2. Transformacion, expresion y purificacion

Véase la seccion 4.1.1.2y 4.1.1.3.

6.2. Ensayo enzimatico

6.2.1. Ensayo enzimatico con mezcla de SL &cidos mono, di y no acetilados

El ensayo enzimatico con mezcla de 5 mM de SL acidos mono, di y no acetilados se llevé a cabo con 6 ug/ml de
lactonasa y mutante de lactonasa en Ser a pH 3,5y pH 6.

Para mas detalles, véase la secciéon 5.1.2.1.
6.3. Resultados y conclusion

El ensayo enzimatico con mezcla de SL acidos mono, di y no acetilados se llevé a cabo de forma idéntica para la
lactonasa y el mutante de lactonasa en Ser junto con blancos para cada condicion. En el caso de la lactonasa no
mutada, se observaron formas de SL con lactona en los cromatogramas en ambas reacciones a pH 3,5 y pH 6, de
manera similar a los resultados descritos en 5.2.1 y las Figuras 6 y 7. Sin embargo, no se observo formacién de
producto para las reacciones enzimaticas con el mutante de lactonasa en Ser.

En conclusion, Ser (181) es importante para la formacién de SL con lactona.
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atattgagee
accaaagccc
tteocegaatt
gegtagtgee
agttggccaa
atctcacctt
atgecgogat

caactcatac

Ala Glu

Glu

Gly

Phe
45

Asp

Arg Leu

60

Pro Lys

Glu

Asp

Gly Asn

Ser

Ile

Gly

Thr

Asn

Ala

Lys

tacgggtctt
tgtaattcaa
gatacttcaa
cectgettet
agttteccaca
attgagcctt
cgtggtgtat
ggattggett

agtcgaccat

Phe
15

Tyr
Phe Arg
Pro Asn
Asp

Gly

Ser

80

Pro

val
35

Gln

Ser Ser

110

Ile Ser

125

Glu
140

Gly

Arg

Tyr

Glu Leu

Ile Ser

720

780

840

800

860

1020

1080

1140

1200

1218



Gly

145

Arg

Ile

Leu

Gly

Pro

225

Phe

Pro

Cys

Gly

Gln

305

Pro

Lys

Ala

Ala

Asp

385

His

Phe

Ala

Phe

Tyr

Gly

210

Lys

Ser

val

Asn

Ile

290

His

Lys

Leu

Asn

Tyr

370

Ser

His

<210> 34

<211>20

Phe

Ala

Gly

Asp

195

Thr

val

Gly

Ile

Gln

275

His

Glu

Phe

Ser

Leu

355

Arg

Gly

His

Ala

Arg

Tyr

180

Glu

Leu

Tyr

Tyr

Gln

260

Ser

val

Ser

Pro

Leu

340

Thr

Gly

Tyr

His

Gly

Asn

165

Ser

Tyr

Val

Leu

Pro

245

Glu

Pro

Asp

Leu

Arg

325

Val

Phe

Phe

Leu

His
405

Arg

150

Tyr

Gly

Ala

Asp

Lys

230

Ala

Asn

Ile

Leu

Leu

310

Tyr

Glu

val

Asp

Pro

390

Gln

Leu

Gly

Pro

Ala

215

Gly

Gln

Met

Leu

Pro

295

Ala

Met

Gln

val

Ala

375

Pro
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Glu

Asn

Ala

Asgp

200

Trp

Ser

Phe

Leu

Gln

280

Glu

Asn

Tyr

Tyr

Tyr

360

Ala

Val

Gly

Gly

Gln

185

Leu

Gly

Ile

Glu

Leu

265

Gly

Phe

Tyr

His

val

345

Pro

Met

Asn

Tyr

Thr

170

Ala

Asn

Thr

Leu

vVal

250

Leu

Tyr

Pro

Ser

Gly

330

Asp

Gly

Asp

Ser

33

Ala

155

Asn

Thr

Phe

Fhe

Ile

235

Ile

Arg

Asn

Ala

val

315

Gly

Gln

Leu

Trp

Thr

385

Gly

Glu

Ala

Val

Gln

220

Met

Trp

Leu

Asn

Ser

300

val

Ser

Gln

Leu

Leu

380

His

Leu

Thr

Trp

Gly

205

Tyr

Tyr

Pro

Ala

Ser

285

Lys

Pro

Asp

Trp

His

368

Asp

Thr

Asp

Pro

Ile

190

Thr

Ile

Thr

Tyr

Pro

270

Ile

Tyr

Val

Glu

Asn

350

Asp

Ala

Val

Gly

Ile

175

val

val

Asp

Gly

Ile

255

Asn

Met

Ile

Ser

Leu

335

Thr

Glu

Gln

Asp

Ile

160

Gly

Asp

Ser

Tyr

Leu

240

Glu

Asp

Ala

Phe

Thr

320

Ala

Gly

Thr

Leu

His

400
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< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 34
ccatactcaa gcgcgaacac

<210> 35

<211>26

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 35
gagctcaaga cgcgtttact caatge

<210> 36

<211> 21

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 36
cgtcgactgt atgagttgag t

<210> 37

<211>22

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 37
gctgcaggac teectttagg cc

<210> 38

<211>12

< 212> PRT

< 213> Candida bombicola

<400> 38
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20

26

21

22

Ala Gly Leu Pro Leu Gly Tyr Thr Ala Ala Pro Ala

1 5

<210> 39

<211> 11

< 212> PRT

< 213> Candida bombicola

<400> 39

10

Lys val val Gln val Ala Tyr Lys Thr Arg Leu

1 5

<210> 40

<211> 16

< 212> PRT

< 213> Candida bombicola

10

34
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<400> 40
Arg Gln Glu Gly Tyr Ala Gly Leu Asp Gly Ile Arg Ala Ala Arg Asn
1 5 10 15

<210> 41

<211> 18

< 212> PRT

< 213> Candida bombicola

<400> 41
Lys Ser Ser Asn Tyr Leu Pro Val Thr Ser Asn Leu Ser Ala Ile Ser
1 5 10 15

Arg Glu

<210> 42

<211>19

< 212> PRT

< 213> Candida bombicola

<400> 42
Arg Leu Thr Asp Gly Asn Asp Ser Phe Ser Ile Ala Ser Ile Phe Ile
1 5 10 15

Pro Lys Asn

<210> 43

<211>20

< 212> PRT

< 213> Candida bombicola

<400> 43
Arg His Cys Ile Ile Pro Asp His Glu Gly Tyr Ile Ser Gly Phe Phe

1 5 10 15

Ala Gly Arg Gln
20

<210> 44

<211>6

< 212> PRT

< 213> Candida bombicola

<400> 44
Gly Tyr Ser Gly Gly Ala
1 5

<210> 45

<211>22

< 212> PRT

< 213> Candida bombicola

<400> 45
Lys Gly Arg His Cys Ile Ile Pro Asp His Glu Gly Tyr Ile Ser Gly
1 5 10 15

Phe Phe Ala Gly Arg Gln
20

<210> 46

<211> 26

< 212> PRT

< 213> Candida bombicola
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<400> 46
Arg Leu Thr Asp Gly Asn Asp Ser
1 3

Pro Lys Asn Pro Ser Pro Glu Leu
20

<210> 47

<211> 26

< 212> PRT

< 213> Candida bombicola

<400> 47
Arg Glu Leu Leu Thr Leu Pro Asp

1 S

Glu Lys Val Val Gln Val Ala Tyr
20

<210> 48

<211>28

< 212> PRT

< 213> Candida bombicola

<400> 48
Lys Thr Arg Leu Thr Asp Gly Asn
1 3

Phe Ile Pro Lys Asn Pro Ser Pro
20

Phe

Lys
25

Ile

Lys
25

Asp

Glu
25

Ser
10

Leu

Phe
10

Thr

Ser
10

Leu

36

Ile Ala Ser Ile Phe Ile
15

Asp Phe Gly Pro Asn Leu
15

Phe Ser Ile Ala Ser Ile
15

Lys Leu
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos proporcionada por la SEC ID N° 2 que tiene
actividad de lactonasa, o un fragmento de este que conserva dicha actividad de lactonasa o una variante de este
que tiene al menos 34 % de identidad de secuencia con la SEC ID N° 2 y que tiene dicha actividad de lactonasa.

2. Una variante segun la reivindicacion 1 que comprende una secuencia de aminoacidos proporcionada por la SEC
ID Ne 33.

3. Un fragmento o una variante segun las reivindicaciones 1 0 2, en donde dicho fragmento o variante comprende el
aminoacido serina en la posicion de aminoacido correspondiente a la posicién 181 de la SEC ID N® 33.

4. Un &cido nucleico que codifica un polipéptido, fragmento o variante segun las reivindicaciones 1-3.

5. Un acido nucleico segun la reivindicacion 4, en donde dicho &cido nucleico consiste en la secuencia de acido
nucleico proporcionada por la SEC ID N° 1 o la SEC ID N¢ 32.

6. Un vector que comprende un acido nucleico segun las reivindicaciones 4-5.
7. Una célula hospedante que comprende un vector segun la reivindicacion 6.

8. Uso de un polipéptido, fragmento o variante segln las reivindicaciones 1-3 para lactonizar o para polimerizar
compuestos que contienen carbohidrato, lipidos, acidos grasos, acidos grasos hidroxilados, alcoholes, acidos
dicarboxilicos 0 mezclas de estos.

9. Uso segun la reivindicacion 8 en donde dichos compuestos que contienen carbohidrato son soforolipidos.

10. Un método para lactonizar o para polimerizar compuestos que contienen carbohidratos, lipidos, acidos grasos,
acidos grasos hidroxilados, alcoholes, &cidos dicarboxilicos 0 mezclas de estos que comprende: a) proporcionar un
polipéptido aislado, fragmento o variante, segun las reivindicaciones 1-3, y b) poner en contacto dichos compuestos
que contienen carbohidratos, lipidos, acidos grasos, acidos grasos hidroxilados, alcoholes, acidos dicarboxilicos o
mezclas de estos con dicho polipéptido aislado, fragmento o variante, segun las reivindicaciones 1-3.

11. Una célula hospedante modificada que se transforma con un acido nucleico exdgeno segun las reivindicaciones
4-5,

12. Uso de una célula hospedante modificada segun la reivindicacién 11 para producir soforolipidos o para producir
al menos 50 % de soforolipidos lacténicos de la produccién de soforolipidos total.

13. Uso de una célula hospedante modificada segun la reivindicacion 12 para producir al menos 50 % de
soforolipidos lacténicos en un medio que carece de citrato.

14. Una célula hospedante modificada que comprende un &cido nucleico, segun las reivindicaciones 4-5, que ha
perdido su capacidad de codificar un polipéptido, fragmento o variante, segun las reivindicaciones 1-3, o en donde
dicho polipéptido, fragmento o variante, segun las reivindicaciones 1-3, ha perdido su actividad de lactonasa.

15. Uso de una célula hospedante modificada segun la reivindicacion 14 para producir soforolipidos acidos.
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0 OH Ho

CH;

Fig 1
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Se considera gue los soforolipidos son una mezcla de compuestos
representados por las farmulas (a) forma acida o (b) forma lacténica

R,=-H o -C(O)CH,

R.= cadena de hidrocarburo saturada o insaturada con m atomos de carbono
R.=cadena de hidrocarburo saturada o insaturada con n atomos de carbono
R.=-COOH, -CH,{R;) o -CH(R,)CH,

R.=-H, -OH o OR,

en los que (m+n) =1y =26 y m y n son independientemente entre si >=0 vy
=26

(@) R,

OH
R
R?= 2\
o
R /4,/
{ HO Q
O

Fig 2a
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Fig2b
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SEC ID N° 29
© LLBQAL K LOFYT A GRITRERELL
SECID N° 28 o T

TLPDIFDFGP NLEKVVQVAY KT
SECIDN®2627 ———~ - SEC ID N° 22

APV A T

ACGRQEGYAGL
SEC ID N° 23
APDTNEVE

PR A

PRYM YHGGSDELAK
SEC ID N° 24-25
WLDAOLDY

St ot e sl

Fig 3
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Fig &
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Ensayo de actividad de lactonasa con 833 uM de pnpb
violumen de 120 pl
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Ensayo de actividad de lactonasa con 833 uM de pnpb
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Ensayo de actividad de lactonasa con 833 pM de pnpa
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