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RESUMEN

RESUMEN

El presente trabajo de tesis doctoral describe la caracterizacion, clonado,
sobreexpresion, y aplicacién en procesos biotecnoldgicos de una inulinasa de
Aspergillus kawachii IFO 4308.

Las inulinasas son enzimas que actlian sobre los enlaces B-(2—1) fructano
en la inulina presentes en muchos vegetales. Es por ello, que el aprovechamiento
de la actividad catalitica de estas enzimas es de gran interés en numerosas
aplicaciones biotecnoldgicas como la produccion de fructosa, de
fructooligosacaridos, bioetanol, 2,3-butanodiol, acido lactico, jarabe de sorbitol,
acido glucénico, manitol, entre otros. Los microorganismos son las mejores
fuentes para la produccidn de inulinasas debido a su facil cultivo y alta
produccién de enzima, en comparacion con los vegetales. El género Aspergillus
ha sido reportado como uno de los mayores productores de inulinasa. En
general, estos microorganismos que producen enzimas de interés industrial lo
hacen en niveles muy bajos, por lo tanto, se hace necesario incrementar estos
rendimientos para lograr una mayor rentabilidad de los procesos. Una forma de
mejorar el rendimiento es mediante la optimizacion del medio de cultivo y de las
condiciones de operacion, pero esto esta limitado por la capacidad de sintesis
maxima del producto deseado que tiene el organismo. Otra posibilidad es la
produccion de la enzima en sistemas recombinantes para lograr la obtencion de
altas cantidades requeridas en la industria. El sistema de expresién de Pichia
pastoris ha mostrado gran eficiencia en la produccion de enzimas y fue el
utilizado en este trabajo de tesis.

La presencia de inulina en los tubérculos de yacon despertd el interés por
utilizar esta raiz andina, cultivada en el norte argentino, como sustrato para la
produccién de la enzima, como alternativa a las materias primas comerciales
actuales y en el horizonte de revalorar la produccién regional de este producto.
Se comenzd con el estudio de la produccidon de inulinasa utilizando la cepa
Aspergillus kawachii IFO 4308. Para aumentar la produccién de la enzima se
estudid el efecto de diferentes fuentes de carbono y energia individualmente o
en combinacién con yacon, fuentes de nitrogeno, asi como los parametros del

proceso: concentracion de indculo, temperatura y pH inicial. Se utilizé una
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RESUMEN

estrategia de optimizacion del medio de cultivo de una variable a la vez, asi se
logré duplicar la actividad enzimatica, que alcanzé un valor de 92,3+0,5 mU/ml
a las 72 h de cultivo (productividad = 1,28 U/I/h). En escala de biorreactor la
actividad inulinasa fue de 124,1 2,1 mU/ml a las 48 h de cultivo
(productividad= 2,58 U/I/h), en las mismas condiciones, lo que significdé un
incremento de 1,3 veces con respecto al cultivo en matraz Erlenmeyer. La
inulinasa producida por Aspergillus kawachii IFO 4308 present6 pH 6ptimo de 3
y resultd ser estable a una temperatura de 65 °C por 180 minutos, donde retuvo
el 20 % de la actividad residual.

Estas caracteristicas plantearon la posibilidad de estudiar su aplicaciéon en
procesos industriales, sin embargo, la baja productividad del proceso completo
llevd a considerar una estrategia de clonado y la sobreexpresién para hacer este
proceso mas adecuado para sus potenciales demandas y aplicaciones
industriales. Se llevaron adelante tres estrategias de clonado, una a partir de
ARN y dos a partir de ADN, una utilizando el gen inulinasa con intrén en pPIC9
y la otra utilizando el gen inulinasa sin intrén, eliminado in vitro, en pPICZdA.
Con esta Ultima estrategia se logré expresar la inulinasa genéticamente
modificada que se produjo con éxito en fermentaciones en biorreactor,
alcanzando 622,4 U/ml y una productividad de 25933,3 U/I/h después de 69 h
un cultivo. Resulté funcional con niveles de produccién de actividad enzimatica
5000 veces mas a los reportados por el organismo silvestre. La enzima
recombinante resultdé una exoinulinasa con actividad fructosiltransferasa y

presentd las mismas propiedades bioquimicas que la enzima nativa.

Con la finalidad de mejorar tanto las propiedades de la enzima, como la
productividad del proceso, se estudié la inmovilizacion covalente de la inulinasa
recombinante en esferas de quitosan optimizando la concentracién de un agente
entrecruzante, glutaraldehido, y el tiempo de activacion de las esferas mediante
un disefio factorial. Se consiguié aumentar la estabilidad operacional de la
enzima que retuvo 40 % actividad residual a 65 °C durante 180 minutos, lo que
posibilita una ventaja adicional en su campo de accién. El enlace formado entre
la inulinasa recombinante y el quitosan resultd ser lo suficientemente estable
para evitar desprendimientos de la enzima y con ello mantener la eficiencia
catalitica del sistema durante 12 ciclos de uso.
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Finalmente, se estudiaron las condiciones de aplicacion, la produccion de
FOS partir de sacarosa y la hidrélisis de fructano de agave a partir de
subproductos de la industria. Se obtuvieron altos rendimientos de hidrdlisis en

jugos de agave.

La combinacién de estrategias adecuadas de ingenieria genética, los
estudios de produccidon en escala de biorreactor, los procesos de purificacion y
los ensayos de inmovilizacion junto con las caracteristicas bioquimicas que
presentd la enzima, permitieron generar cantidades suficientes de una enzima
de aplicacién industrial. Estos estudios son la base para un futuro desarrollo de
procesos tecnoldgicos respecto a la obtencidon de fructooligosacaridos y jarabe
de fructosa utilizando una tecnologia amigable con el ambiente. Posteriores
estudios de optimizacion, produccién a mayor escala y estimacion de los costos
del proceso completo seran necesarios para la implementacién de estos procesos

en la industria.
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1. Generalidades

En las Ultimas décadas, la biocatalisis se ha convertido en un dominio cada

vez mas atractivo para la ciencia y la industria.

El valor de mercado global de enzimas industriales es alrededor de US$
5,5 mil millones y se espera que alcance US$ 7,0 mil millones para 2023. Este
incremento se sostiene en la alta prevalencia de enfermedades crénicas y la
necesidad de desarrollar productos farmacéuticos basados en enzimas y técnicas
de ingenieria de proteinas. El mercado de enzimas alimentarias, también en
expansion, se proyecta que alcance US$ 2,94 mil millones en 2021.
Actualmente, existen mas de 500 productos disponibles en el mercado que son
obtenidos utilizando enzimas, como bioetanol, productos farmacéuticos, pulpa
de papel, jarabe de maiz de alta fructosa, pan, queso y jugos de frutas. El
numero de las enzimas industriales para el procesamiento de alimentos aumenta
continuamente segun las investigaciones y esfuerzos de desarrollo (I + D) para

descubrir nuevos biocatalizadores (Sutay Kocabas & Grumet, 2019).

Con los avances de la biotecnologia, especialmente en las areas de
genética molecular e ingenieria de proteinas, las enzimas han encontrado nuevos
campos de aplicacién en procesos industriales debido a su elevada eficiencia

catalitica, a que su uso no dana el ambiente y a su rentabilidad econdmica.

Por este motivo es importante generar conocimiento para poder sustituir
los procesos productivos convencionales por procesos biotecnoldgicos en los que
estén involucrados microorganismos o enzimas microbianas tales como
pectinasas, xilanasas, celulasas, mananasas, amilasas, inulinasas, levanasas,
ligninasas; los cuales no sdélo proporcionan alternativas econdmicas viables, sino
gue ademas permiten el desarrollo de tecnologias amigables con el ambiente
(Kannaujia et al., 2015).

Cuando se detectan enzimas con nuevas caracteristicas bioquimicas se
purifican para estudiar sus propiedades mas relevantes, se determinan los
factores que controlan su eficiencia y, si resultan prometedoras, se deben

producir en cantidades necesarias para la aplicacion deseada.
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Las enzimas se pueden producir tal cual existen en la naturaleza (silvestre
o wild type) o a partir de microorganismos genéticamente modificados. Cuando
los microorganismos producen bajas concentraciones de proteinas, como es el
caso de enzimas extracelulares de algunos hongos filamentosos, puede
recurrirse a sobreexpresarlas en sistemas heterdlogos. Esto proporciona dos
ventajas: primero, es posible obtener enzimas con propiedades mejoradas; y
segundo, es posible expresar las enzimas en un huésped microbiano con mayor
rendimiento, menores tiempos y en procesos con menor costo (Sutay Kocabas
& Grumet, 2019).

Las inulinasas microbianas son enzimas que se utilizan para la produccién
de jarabe de alta fructosa, oligofructosacaridos y etanol a partir de inulina, tanto
de las especies vegetales como de sus residuos industriales. Estos productos son
ampliamente utilizados en la industria farmacéutica y alimentaria (jarabes
fructosados, bebidas, helados, entre otros) (Singh & Singh, 2019).

Para una mejor comprension del presente trabajo titulado “Inulinasa de
Aspergillus kawachii IFO 4308: caracterizacion, clonado, sobreexpresién, y
aplicacion en procesos biotecnoldgicos”, a continuacién, se describen los
sustratos y productos de las reacciones catalizadas por las inulinasas, sus
aplicaciones, los organismos silvestres productores y la produccién de inulinasas

en sistemas heterdlogos.

2. Fructanos

Los fructanos son carbohidratos naturales de reserva de los vegetales que

se diferencian del almiddn porque estan formados por unidades de fructosa.

Después del almiddn, los fructanos son los polisacaridos no estructurales
mas abundantes en la naturaleza, presentes en muchas especies de plantas, en

hongos del género Aspergillus y en bacterias, en las cuales prevalece el levano.

La mayoria de las plantas que sintetizan fructanos no almacenan almidén
(Vijayaraghavan et al., 2009). Los fructanos son sintetizados a partir de sacarosa
(Valluru & Van den Ende, 2008). Son solubles en agua lo que le otorga
importantes implicancias bioldgicas a nivel de la dinamica celular de las plantas.
Son sintetizados y almacenados preferentemente en vacuolas y proveen a la

planta de mayor tolerancia al frio y a las sequias (Chacdn Villalobos, 2006).
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El término fructano comprende polisacaridos y oligosacaridos y se
clasifican segun el nUmero de unidades de mondémeros o grado de polimerizacién
(DP) y el enlace predominante. Se denominan oligosacaridos los que, por
hidrdlisis, generan de dos a nueve unidades de monosacaridos y polisacaridos
cuando generan mas de diez unidades monosacaridicas. Segun en enlace

dominante se nombran: inulina cuando contienen principal o exclusivamente

enlaces B-(2-1) fructosil-fructosa y levano cuando contiene enlaces B-(2-6)

fructosil-fructosa (Vargas, 2009), como se observa en la figura 1.

Por otro lado, se encuentran los fructanos ramificados, presentes en

plantas de la familia Agavaceae (Agavaceas) (Arrizon et al., 2012).

A CH,0H
0
OH
HO
H OH
CHOH o H,0H o —l ----------- CH,OH
0 H o) OO
\\iﬂ/ . OH L OH \
HO oM | ud " binon| b CH,OH
n
B CH,0H CH;OH gy

H OH ? /O‘\
~\5H//

Figura 1.Estructura quimica del levano (A) y la inulina (B)

Enlace B-(2->6) fructosil-fructosa en el levano y B-(2->1) fructosil-fructosa en la inulina
Fuente: Kulminskaya et al., 2003

3. Inulina

La inulina es un carbohidrato de reserva energética en Asteraceas y
Gramineas, no digerible, presente en mas de 36000 especies de plantas, aislada
por primera vez en 1804, a partir de la especie Inula helenium, por el cientifico
aleman Valentin Rose. En 1818, Thomson, cientifico britanico, le dio el nombre
actual (Madrigal & Sangronis, 2007).

22



INTRODUCCION

En su composicion quimica presenta hasta 70 unidades de fructosa unidas
a una glucosa o fructosa terminal, lo que significa que es una mezcla de

oligosacaridos y polisacaridos (Ricca et al., 2007).

Es necesario aclarar que no hay un completo acuerdo en la literatura
acerca de la definicion de la inulina a partir de la cantidad de unidades
monomeéricas que la componen. En este trabajo se usara la definicidon de Ricca

et al. (2007) “un polifructano con un grado de polimerizacién de al menos 30".

La inulina extraida de las plantas, por lo general, contiene hasta un 10 %
de mono y disacaridos, principalmente fructosa y sacarosa, y una serie de
oligosacaridos donde se incluyen los fructooligosacaridos con DP de 9 o menos

unidades y que constituyen un 30 % del total (Chacén Villalobos, 2006).

Estos polimeros son poco solubles en agua lo que constituye un factor
limitante para su uso. Leite et al. (2007) informan valores de solubilidad de 6 %
(p/v) a10°Cy 35 % (p/v) a 90 °C.

En la tabla 1 se presentan los contenidos aproximados de inulina en

especies vegetales comestibles (Madrigal & Sangronis, 2007).

Tabla 1.Contenido promedio de inulina en diferentes especies vegetales

Especie vegetal Inulina (g/100 g de base seca)
Topinambur (Helianthus tuberosus) 89
Achicoria (Cichorium intybus) 79
Raiz de Dalia (Dahlia spp.) 59
Cebolla (Allium cepa L.) 48
Ajo porro (Allium porrum L.) 37
Ajo (Allium sativum) 29
Yacon (Smallanthus sonchifolius) 27
Esparrago (Asparagus officinalis L.) 4

Centeno (Secale cereale)

En este estudio la fuente de inulina seleccionada fue el yacén, planta que
se cultiva en la region andina con posibilidades de cultivo a gran escala dado
gue fue incorporado al Codex Alimentarius, Norma regional para el yacon, CXS

324R-2017. Esto posibilitara el crecimiento de las zonas cultivadas debido a su
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uso como alimento o como ingrediente alimentario tanto para consumo interno

como para la exportacién.

4. Fructooligosacaridos

Los fructooligosacaridos (FOS) son oligosacaridos que consisten en una
cadena de unidades de fructosa con una unidad de glucosa terminal unidas por
enlace glucosidico B 2-1, que estimulan selectivamente el crecimiento de
bacterias beneficiosas como bifidobacterias y lactobacilos en el colon, confiriendo
una variedad de efectos para la salud de un individuo, caracteristica que los
define como prebidticos (Singh & Singh, 2010).

Los FOS estan disponibles naturalmente en varios alimentos, como yacoén,
platano, cebolla, ajo, esparragos, miel, puerro, topinambur, achicoria, cebada,

centeno, azUcar moreno, manzanas, cerveza y lechuga (Kumar et al., 2018).

En forma sintética, estos compuestos pueden obtenerse de dos maneras:
a partir de la hidrdlisis enzimatica parcial de la inulina utilizando endoinulinasas,

o mediante reaccion de transfructosilacién a partir de sacarosa.

Los principales productos de la primera reaccion son inulotriosa,
inulotetraosa, inulopentosa y los de la segunda son FOS de cadena corta, mezcla
de 1-cestosa, nistosa y 1-fructofuranosil nistosa.

Actualmente los principales productores de FOS son empresas japonesas
como Meijji Food Materia Co., Ltd. que comercializan productos denominados
"Meioligo FOS-P y CR", la empresa Beghin Say, Francia, que elabora "Actilight”
y la empresa DGTC Nutrition en Estados Unidos, que produce "“NutraFlora”,
ambas en colaboracién con la empresa japonesa. En los Paises Bajos la empresa
Cosun comercializa "Raftilose”, entre otras. Los componentes principales de
estos productos son cestosa, nistosa, fructofuranosil nistosa, bifurcosa,
inulobiosa, inulotriosa e inulotetraosa (Jacob & Prapulla, 2012).

En nuestro pais no se producen industrialmente los FOS, siendo el

mercado nacional netamente dependiente de la importacion.

Se espera que el mercado de FOS alcance un valor de US$ 3,52 mil
millones para 2024 segun ha informado Grand View Research, Inc., San
Francisco, California, USA, 2016.
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5. Inulinasas

Las inulinasas son enzimas que, recientemente, han ganado gran atencién
por sus multiples aplicaciones en las alimentarias industriales (Das et al., 2019).

Estas enzimas pertenecen a la familia 32 glicosil-hidrolasas que actuan sobre los

enlaces B-(2-1) fructano en la inulina (Kumar et al., 2018).

Pueden clasificarse en exo y endoinulinasas. Las exoinulinasas (B-D-
fructan fructanohidrolasas, EC 3.2.1.8) hidrolizan los enlaces B (2—1) de la
molécula de inulina y separan sucesivamente unidades de fructosa a partir del
extremo terminal de la molécula, produciendo una mezcla de glucosa y fructosa
libres, dado que esta enzima hidroliza el enlace glucosidico a (1—2) que une la
glucosa a la cadena principal de la inulina. Las endoinulinasas (2,1-B-D-fructan
fructanohidrolasa, EC 3.2.1.7); hidrolizan los enlaces internos B (2—1) de la
molécula de inulina y dan como producto final una mezcla de inulotriosa,

inulotetraosa, e inulopentosas como principales productos (Chi et al., 2009).

Estas enzimas no son capaces de clivar el enlace a (1—2) que une la
glucosa a la cadena principal de la inulina (Nakamura et al., 1995, Kang et al.,
1998).

En la figura 2 (A) se presentan los sitios de accién de las enzimas y en

(B), los productos de reaccién.
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5.1. Actividad invertasa

Las exoinulinasas pueden presentar actividad invertasa hacia enlaces
2,6-fructano, lo que significa que pueden hidrolizar sacarosa en fructosa y
glucosa. Por lo tanto, su actividad catalitica se describe en términos de relacion
de actividad hidrolitica inulina/sacarosa (I/S). En general se acepta que esta
relacién I/S caracteriza a las enzimas: para inulinasa la proporcién es superior

a 102 mientras que para la invertasa es inferior a 10* (Sharma et al., 2006).

Claramente, es deseable una actividad invertasa en la inulinasa para
hidrolizar el enlace final entre los residuos de glucosa y fructosa que resultan de
la hidrdlisis de inulina.

5.2. Actividad fructosiltransferasa

La actividad fructosiltransferasa de la inulinasa se refiere a la capacidad
de esta enzima de catalizar, bajo condiciones de reaccién apropiadas, la
transferencia de un grupo fructosil de una molécula de sacarosa a diferentes
aceptores (FOS o sacarosa), para formar fructanos de diferentes pesos
moleculares, de acuerdo con la especificidad de la enzima, como se muestra en

la figura 3 (proceso de elongacién).
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Figura 3.Presentacion esquemdtica de la produccion de FOS a partir de inulina por endoinulinasa y a partir de sacarosa

por B-fructofuranosidasa

Fuente: Adaptado de Singh & Singh, 2010
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En este caso, la sacarosa actla como donador de fructosa. Los FOS
producidos por este proceso contienen 2-4 unidades de fructosilo unidos por
enlaces B-1,2-glicosidicos y terminados con un residuo de D-glucosa. La primera
reaccion de B-fructofuranosidasa en las moléculas de sacarosa conduce a 1-
cestosa y glucosa. La nistosa se forma mediante la adicién posterior de una
molécula de fructosa, mientras que la adicién de otra molécula de fructosa dara
lugar a la formacion de fructofuranosil-nistosa (Flores-Maltos et al., 2014). La

estructura quimica de estos compuestos se muestra en la figura 4.

Se requiere una alta concentracion de sustrato para una

transfructosilacion eficiente (Singh & Singh, 2010).
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Figura 4.Estructura quimica de los mds importantes FOS

(a) 1-cestosa, (b) nistosa y (c) 1-fructofuranosil-nistosa (Flores-Maltos et al., 2014)
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5.3. Aplicaciones

Las inulinasas se pueden usar en un amplio espectro de aplicaciones,
como la produccion de fructosa a partir de la hidrdlisis de inulina, la produccion
enzimatica de FOS, la produccién de bioetanol, 2,3-butanodiol, acido lactico,
jarabe de sorbitol, acido glucénico, manitol, entre otros. En la figura 5 se

esquematizan las aplicaciones de estas enzimas.

Jarabe de
alta
fructosa
S
Acido lactico

Acidos

orgénicos Inulinasas

Butanol

‘ !
| Acido glucénico

ey S
Proteinas

unicelulares

Figura 5.Diagrama esquemdtico que muestra las aplicaciones de las inulinasas
Fuente: Singh & Singh (2019)

Los FOS son muy utilizados en la industria alimentaria, se utilizan como
sustitutos del azlcar y la grasa debido a sus propiedades organolépticas. En
varios productos alimenticios como lacteos, aderezos y productos carnicos, se
reemplaza la grasa por oligofructosa (Meyer et al., 2015). La oligofructosa
también reduce el punto de congelacion de los postres congelados y, como el
azucar, sirve como aglutinante en barras nutricionales. También se ha
demostrado que los FOS mejoran la funcién reoldgica de los productos

farinaceos.

Otra de las aplicaciones de las inulinasas es la producciéon de bioetanol.
Las exoinulinasas microbianas producen fructosa y glucosa que pueden ser
facilmente fermentadas a etanol por cepas de Saccharomyces cerevisiae en un
proceso de sacarificacién simultanea (Chi et al., 2010). Por otra parte, hay

estudios que reportan la produccion directa de etanol a partir de tubérculos de
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alcachofa de Jerusalén, Li et al. (2013) informan el clonado y expresidon de un
gen endoinulinasa de Arthrobacter spp. en una cepa de Saccharomyces
recombinante y Wang et al. (2014) la expresion de genes que codifican una

exoinulinasa de Penicillium janthinellum en Saccharomyces cerevisiae.

Las inulinasas también se han utilizado para producir 2,3-butanodiol,
acido lactico, jarabe de sorbitol, acido glucénico, manitol, etc. Para la produccion
de estos metabolitos, se requiere un cultivo mixto que produzca diferentes
enzimas, primero para llevar a cabo la hidrélisis de inulina y luego la conversion

del hidrolizado en el producto de interés (Singh & Singh, 2017).

6. Microorganismos que producen inulinasa

Los microorganismos son las mejores fuentes para la produccion de
inulinasas debido a su facil cultivo y alta produccion de enzima, en comparacién
con los vegetales. Sin embargo, para su aplicacion a nivel industrial es necesario
que sean considerados GRAS y aceptados por parte de organismos nhacionales e

internacionales de salud.

Los microorganismos que pueden producir inulinasas incluyen Aspergillus
spp., Kluyveromyces spp., Penicillium spp., Bacillus spp., Clostridium spp.,
Pseudomonas spp., Arthrobacter spp., Staphylococcus spp., Xanthomonas spp.,
Cryptococcus spp., Pichia spp., Sporotrichum spp., y Candida spp. (Rawat et al.,
2017).

La produccién de enzimas y sus propiedades dependen estrictamente, no
sblo del tipo de microorganismo usado sino también del tipo de fermentacidn
llevada a cabo (Ricca et al., 2007).

6.1. Inulinasas de levaduras

Las inulinasas de levaduras son enzimas extracelulares parcialmente
asociadas con la pared celular y secretadas al medio externo (Gong et al., 2007).
Estudios publicados han reportado que las cepas de Kluyveromyces son las mas

eficientes para la produccion de inulinasas (Das et al., 2019).

Los siguientes, son ejemplos de trabajos publicados sobre produccion
de inulinasa en levaduras: Yuan & Bai (2008) observaron una actividad de

inulinasa de 54 U/ml en Kluyveromyces marxianus Y1 en el medio que contiene
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inulina (40 g/l) después de 120 h de incubacidén. Por su parte, Sheng et al.
(2008) informaron una actividad de inulinasa de 85 U/ml por Cryptococcus
aureus G7a en medio que contiene inulina (40 g/1) y 0,5 % p/v de extracto de
levadura en 42 h y Singh & Bhermi (2008) utilizaron una cepa de Kluyveromyces
marxianus YS-1, para la produccién de inulinasa extracelular en un medio que
contiene inulina (35 g/l) y comprobaron que fueron 6ptimos para la produccion
de 30,8 UI/ml de enzima con un tiempo de fermentacidon de 72 h en agitacion y
55,4 Ul/ml a una velocidad de agitacion de 200 rpm y una aireacion de 0,75

vvm en un tiempo de 60 h.

Si bien estas cepas presentaron alta productividad de la enzima, las
inulinasas de levaduras no son lo suficientemente termoestables por lo que su

aplicacion a escala comercial es limitada (Singh & Kaur, 2006).

6.2. Inulinasas de bacterias

Los niveles de produccion de inulinasas en bacterias no son comparables
con los de levaduras. Sin embargo, debido a la capacidad de muchas bacterias
para sobrevivir a altas temperaturas, se han desarrollado investigaciones para
aislar cepas bacterianas que puedan producir grandes cantidades de inulinasa
térmicamente estables (Singh & Kaur, 2006). Se ha informado que muchas
cepas bacterianas como Bacillus spp., Streptomyces spp., Xanthomonas spp.,
Clostridium spp. etc. producen una cantidad aceptable de inulinasas con
propiedades bioquimicas interesantes como resistencia a alta temperatura, a la

alcalinidad, a acidez y salinidad.

Se pueden citar, a modo de ejemplo, los trabajos de: Li et al. (2012) que
aislaron una cepa de Marinimicrobium spp., productora de inulinasa que mostré
actividad a 55 °C y pH 9,0. Del mismo modo Gao et al. (2008) aislaron de una
cepa de Bacillus smithii que produjo una endo-inulinasa estable a 70 °C y pH
entre 4,0 y 8,0. Lu et al. (2014) reportaron que un actinomiceto marino,

Nocardiopsis sp., produjo inulinasa alcalinotermoestable a 60 °C.

También se ha informado que producen inulinasas otras bacterias como
Xanthomomas oryzae, Bacillus subtilis, Geobacillus stearothermophylus,
Thermotoga maritima, Arthrobacter spp., Clostridium acetobutylicum, entre
otras (Singh y Kaur, 2006).
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6.3. Inulinasas de hongos filamentosos

Son muchos los hongos filamentosos que se han aislado como productores
de inulinasas, merece citarse a Panaeolus papilionaceus, que fue el primer
basidiomiceto del cual se purific6 una inulinasa que resultd altamente
termoestable, con una temperatura éptima de 60-65 °C y un pH 6ptimo de 6
(Singh & Kaur, 2006).

El género Aspergillus ha sido reportado como uno de mas utilizados para
la produccion de inulinasas (Das et al., 2019), y los mejores rendimientos de
actividad enzimatica se han observado para Aspergillus niger (Ricca et al.,
2007). Otras especies como A. awamori, A. ficuum, A. niveus, A. tamarii, A.
terreus y A. tubingensis también han sido reportadas como productoras de
inulinasas, se citan, a continuacién, algunos ejemplos: Aspergillus awamori var.
2250 produce una exoinulinasa extracelular en fermentacion en sustrato soélido.
El PM de la enzima es de 69+1 KDa, su PI de 4,4 y pH éptimo de 4,5. Esta

enzima es capaz de hidrolizar el enlace B (2-»1) en la inulina y el B (2-6) en el

levano, liberando fructosa, y fue clonada y secuenciada por Arand et al. (2002).
Aspergillus ficuum fue capaz de producir isoformas multiples de exoinulinasas y
endoinulinasas (Chen et al., 2009). Aspergillus niveus Blochwitz 4128 URM fue

reportado como una nueva fuente de inulinasa por Souza Motta et al. (2005).

En el mercado existen preparaciones comerciales de inulinasa, Novo A/S,
(Dinamarca) produce una enzima de Aspergillus ficuum de 64 kDa (Novozym
230), y Fructozyme L (Novozym) que consiste en 10% de endoinulinasa obtenida
de Aspergillus niger y 90 % de exoinulinasa obtenida de Bacillus

stearothermophilus. Por su parte, Sigma-Aldrich elabora una inulinasa

comercial, Fructozyme L ™-/nulase, que contiene exo y endo inulinasa obtenida de

Aspergillus niger.

6.4. Caracterizacion molecular de genes de

inulinasas
La literatura reporta que se han caracterizado muchos genes que codifican
exo y endo inulinasas tanto en bacterias como en levaduras y hongos
filamentosos. Todas las inulinasas presentan secuencias conservadas tales como
WMND (E) PNGL, RPD, EC (V) P, SVEVF, Q Y FS (T) las cuales juegan un rol
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importante en la catalisis enzimatica y en la union al sustrato. Las exoinulinasas
producidas por levaduras no presentan la secuencia conservada SVEVF (Liu et
al., 2012).

Los genes de exoinulinasas bacterianas, de levaduras y de algunos hongos
filamentosos no presentan intrones en su constitucién, sin embargo se han
estudiado varios genes de inulinasas producidas por hongos filamentosos que
presentan un intrén en la secuencia que codifica para esta enzima, entre ellos
se ha citado a una exoinulinasa de Aspergillus niger cepa 12 (inuE) cuyo gen
presenta un marco abierto de lectura de 1611 pb, interrumpidos por un intrén
de 60 pb (Moriyama et al., 2003); y otra exoinulinasa de Aspergillus awamori
var 2250 que, coincidentemente, contiene un marco abierto de lectura de 1611
pb, interrumpidos por un intréon de 60 pb (Arand et al., 2002). Posteriormente
se ha estudiado una exoinulinasa de Penicillium janthinellum cepa B0O1 que posee
un marco abierto de lectura de 2115 bp y es interrumpido por un intréon de 67
bp (Wang et al., 2011).

7. Aspergillus kawachii

Dentro del género Aspergillus, |la especie kawachii presenta micelio de
color blanquecino, es altamente aerdbico y capaz de utilizar fuentes de carbono
muy variadas desde monosacaridos (glucosa) hasta polisacaridos complejos
como sustancias pécticas. Es productor de acido citrico (Contreras Esquivel &
Voget, 2004).

Hace unos anos se determind la secuencia gendmica completa de la cepa
IFO 4308, utilizada en este estudio, y el analisis confirmé que este hongo
filamentoso es un importante productor de hidrolasas de polisacaridos (Futagami
et al., 2011). Este hongo filamentoso es uno de los que se ha utilizado durante
la preparacién de la tradicional bebida alcohdlica japonesa, shochu-koji, en la
etapa de degradacion enzimatica de los polisacaridos del grano de arroz o
cebada. Debido a la capacidad de crecer en un ambiente de pH (2,0-3,5) del
proceso de fermentacion, el hongo filamentoso secreta al medio gran cantidad
de hidrolasas estables en esta condicion de acidez (Contreras Esquivel & Voget,
2004).
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Varios reportes informaron caracterizacion de enzimas de Aspergillus
kawachii que resultaron estables a pH acidos: Mikami et al. (1989) aislaron
amilasas estables entre pH 2,5-6,0; Fushinobu et al. (1998) purificaron una
endoxilanasa estable a pH 2,0-3,0, Qui et al. (2016) estudiaron una xilanasa
estable a pH 3,0-4,0; Byrne et al. (2017) purificaron y caracterizaron una
exopoligalacturonasa que presentd maxima estabilidad en un rango de pH 4,0-
5,0.

Estas caracteristicas bioquimicas son las que hacen a estas enzimas
interesantes para ser estudiadas. Por este motivo es que se decidié a avanzar
en el conocimiento de las enzimas de Aspergillus kawachii IFO 4308 involucradas

en la actividad inulinasa.

8. Procesos de produccion de inulinasas

Las inulinasas se pueden obtener por fermentaciéon en sustrato sélido o

en cultivo sumergido.

La fermentacidn en sustrato sélido posee ventajas, como el uso de
biorreactores de pequefio tamafio, el menor consumo de energia para la
aireacion y la transferencia de gases, el procesamiento posterior mas facil,
menor volumen de efluentes producidos, ademas de tener menos posibilidades
de contaminacion debido a la baja disponibilidad de agua. La incapacidad de
eliminar el exceso de calor generado por el metabolismo microbiano durante la
fermentacioén, la dificultad para mezclar y el manejo de sélidos a gran escala se
consideran las principales desventajas de este proceso para aplicaciones
industriales (Manpreet et al., 2005).

La fermentacién en cultivo liquido es un proceso que consiste en el cultivo
de células microbianas en condiciones controladas en biorreactores, que permite
que los sustratos, disueltos en el medio, estén asequibles para los
microorganismos. El uso de sensores en linea y la posibilidad de tomar muestra,

permite el control de los parametros del proceso.

Generalmente, la produccién industrial de enzimas se realiza utilizando
esta tecnologia (Mazutti et al., 2007) sin embargo, el costo de la produccién es
uno de los principales factores que limita su aplicacién en escala industrial. La

composicion apropiada del medio de cultivo es un factor importante que puede
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afectar significativamente el rendimiento del producto (Chen et al., 2011). Las
mejoras en la productividad del proceso de fermentaciéon pueden lograrse
modificando parametros fisicoquimicos, nutricionales y ambientales a los que el

organismo esta expuesto.

La formulacion de los medios con nutrientes complejos es adecuada para
las fermentaciones a gran escala, ya que conduce al desarrollo de procesos
rentables que respaldan el rendimiento maximo del producto. En general, la
inulina pura puede usarse como sustrato para la produccién de inulinasa, pero
no es rentable (Singh & Bhermi, 2008) por lo que, en algunos reportes se han
sugerido que se puede lograr una reduccion significativa en el costo con el uso

sustratos obtenidos de plantas ricas en inulina (Kango, 2008).

La produccién de inulinasas microbianas se realiza en cultivo liquido
sumergido desde hace muchos afios. Pessoni et al. (1999) han producido
inulinasas extracelulares (0,5 U/ml) de Penicillium janczewski en medios con 1
% de inulina, a 28 °C; Saber & Naggar, (2009) informaron 71,97 U/ml a partir
de Aspergillus tamarii AR-IN9 usando materias primas que contienen inulina, a
30 °C, pH 4,8 y 200 rpm; Kalra & Kumari (2017) informaron una actividad
inulinasa de 61 U/ml de Aspergillus niger utilizando piel de banana como

sustrato. Esto llevd a la eleccion de este tipo de cultivo en el presente trabajo.

8.1 Sustratos para la produccion de inulinasas

La inulina es el sustrato mas comunmente utilizado para la produccién de
inulinasas. Para compensar el alto costo de la inulina en estado puro se han
utilizado una gran variedad de sustratos vegetales ricos en inulina y de bajo
costo, como se expresé anteriormente. A continuacidén, se describe el yacdn
(Smallanthus sonchifolius) dado que fue el sustrato elegido para la produccién

de inulinasa en este trabajo de tesis doctoral.

El yacdn es una planta nativa de la regién Andina que pertenece a la
familia Compositae (Asteraceae). Se ha cultivado tradicionalmente en el
territorio comprendido entre Colombia y el noroeste argentino (NOA)

principalmente en las provincias de Salta y Jujuy.

Las raices de esta planta tienen una larga historia de uso en América del
Sur y otras regiones, dado sus propiedades potenciales promotoras de la salud,
incluidos los efectos prebidticos, antidiabéticos, antioxidantes y antimicrobianos
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(Ojansivu et al., 2011), fueron utilizadas por la cultura Inca para la hidratacién

y nutricion.

La forma y el tamafio de los tubérculos de yacén varian de formas
redondeadas a alargadas con formas contorsionadas que dificultan el pelado y
el costo de procesamiento. Poseen una cascara delgada y muy adherida a la
pulpa con tonalidades cremosas, desde amarillas hasta morado. Los tejidos
internos son blandos debido a la cantidad de agua acumulada, caracteristica que
los hace fragiles frente a la cosecha, embalaje y transporte (Manrique et al.,
2004).

El peso de la raiz es variable entre 50 a 1000 g, aunque en general oscilan
200 a 500 g. Normalmente una planta produce entre 2 a 3 kg de tubérculos y
es posible que pueda superar los 5 kg si se aplican practicas de cultivo adecuadas
(Cunja, 2006).

En la figura 6 se muestra una fotografia de las plantas y raices del yacén.

Figura 6. Fotografia de plantas y raices del yacon

Fuente: Manrique et al. (2004)

Los tubérculos de yacdén tienen un alto contenido de agua, que
generalmente excede el 70 % del peso fresco. Debido a este alto contenido de
agua, el valor de la energia de la raiz es bajo. Contienen 0,3-3,7 % de proteina,
0,1-1,5 % de lipidos, 0,3 -3,4 % de fibra, 20 % de sacaridos y 0,2-3,5 % de

minerales (potasio, fosforo, calcio, magnesio, sodio y hierro), asi mismo

36



INTRODUCCION

vitaminas B1, B2, C, B-caroteno y polifenoles (Lachman et al., 2003). La

composicion de sacaridos en base a materia seca se presenta en la tabla 2.

Tabla 2.Composicion nutricional del yacon en base a materia seca

Sacaridos Contenido (mg/g de

materia seca)

Fructosa 350,1 £42,0
Glucosa 158,3 + 28,6
Sacarosa 74,5 £ 19,0
GF2 60,1 £ 12,6
GF3 47,4 + 8,2
GF4 33,6 £9,3
GF5 20,6 = 5,2
GF6 15,8 + 4,0
GF7 12,7 £ 4,0
GF8 9,6 7,2
GF9 6,6 2,3
Inulina 13,5+0,4

GF: oligdmeros de fructanos
Fuente: Lachman et al., 2003

La presencia de inulina y FOS en tubérculos de yacén motivé el interés
por el estudio de este material vegetal como sustrato potencial para el
crecimiento de Aspergillus kawachii IFO 4308 ademas de desarrollar un proceso

de produccién sostenible y econdmico.

La seleccidon de un sustrato de carbono apropiado para la produccion de
la enzima es importante ya que ciertos sustratos pueden promover la induccién

0 causar represidn por catabolitos de la sintesis enzimatica.

La optimizacién del medio de cultivo es un paso crucial en cualquier
proceso de produccion de enzimas y un medio de -cultivo formulado
adecuadamente permite obtener alta producciéon de enzimas e incluso reducir
los costos Se ha encontrado que diferentes parametros nutricionales vy fisicos

afectan significativamente la sintesis de inulinasa (Grumezescu & Holban, 2018).
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9. Purificacion de inulinasas

Una vez seleccionado el medio de cultivo 6ptimo para la produccién de la
enzima es necesario proceder a su purificacién para, posteriormente, realizar los

estudios bioquimicos, moleculares y biotecnoldgicos.

Las proteinas se purifican mediante procedimientos de fraccionamiento en
una serie de etapas independientes, donde se aprovechan las propiedades
fisicoquimicas de las proteinas de interés para separarlas progresivamente de

otras proteinas y/o de las demas sustancias.

Como las enzimas fungicas son en su mayoria extracelulares, se
recuperan del medio de cultivo mediante ultrafiltracién, extraccién con solvente,
precipitacidon, dialisis, o una combinacidén de estas técnicas. Luego se aplican
sucesivas técnicas cromatograficas, en general se utilizan: intercambio idnico
(DEAE Sepharose, Q Sepharose, SP Sepharose, CM Sepharose, entre otras),
interaccion hidrofébica (Phenyl Sepharose, Butyl Sepharose, Octyl Sepharose,
entre otras), cromatografia de exclusion molecular (Sephacryl S100, Sephacryl
S200) y de afinidad (con Metal Inmovilizado, IMAC Sepharose). Posteriormente

se realiza el analisis por técnicas analiticas (Singh & Singh, 2017).

Actualmente existen en el mercado numerosas resinas cromatograficas
gue pueden utilizarse en purificacién de proteinas, el desafio es encontrar las
mas adecuadas para lograr enzimas activas, estables y con una pureza adecuada

para su aplicacion.

Son numerosos los estudios publicados sobre purificacién de inulinasas, a
modo de ejemplo se citan: Kaur Gill et al., (2006) que purificaron, para
caracterizar e inmovilizar, una exo inulinasa de Aspergillus fumigatus mediante
precipitacion con sulfato de amonio, seguida de sucesivas cromatografias:
DEAE-sephacel, octyl-Sepharose, Sephacryl S200, ConA-CL agarosa y Sephacryl
S100. La enzima fue purificada 75 veces con un rendimiento de recuperacion del
3,2 % a partir del extracto crudo y Arand et al., (2002) purificaron una
exoinulinasa de Aspergillus awamori mediante ultrafiltracién, Sephadex G-50,
DEAE-Sephadex, DEAE-5PW, Mono S, y Phenyl-Superose. La enzima fue
purificada 38 veces con un rendimiento de recuperacion del 10 %. Estos
procedimientos se llevaron a cabo para caracterizar, clonar y cristalizar esta

inulinasa.
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10. Propiedades bioquimicas

La determinacion de la temperatura y pH O&ptimos, estabilidad,
parametros cinéticos y otras propiedades fisicoquimicas son particularmente
esenciales en procesos enzimaticos para definir su aplicacion industrial

adecuada.

Se conoce que el pH es uno de los factores mas importantes para la
actividad enzimatica, por eso surge la necesidad de conocer la estabilidad de la
enzima frente a diferentes valores, no solo para determinar el éptimo para que
la enzima actie sobre un determinado sustrato, sino que, ademas para
establecer las condiciones necesarias para llevar a cabo el proceso en el que

interviene.

La mayoria de las inulinasas tienen un pH éptimo entre 4,0 y 6,0 (Flores
Gallegos et al., 2018) y ha sido informado por varios investigadores,
correspondiendo citar a Sharma et al. (2006) que encontraron un pH 6ptimo de
4,4 para Aspergillus niger, Gong et al., (2008) un pH 6ptimo de 4,5 para
inulinasa de Pichia guillermondii, y Guimaraes et al., (2007) reportaron pH

optimo de 4,5 para inulinasa de Aspergillus ochraceus.

Con respecto al rango de pH donde la enzima es estable se citan, entre
otros, a Laowklom et al. (2012) quienes encontraron una inulinasa de
Streptomyces sp. CP 01 estable entre pH 5,5 y 9,0 donde la enzima retuvo el 80
% de la actividad maxima y Liu et al. (2010) que reportaron un rango de pH de

estabilidad de la enzima de 3 a 7 para una inulinasa de Yarrowia lipolytica.

Siguiendo con los parametros fisicos, la termoestabilidad es una de las
caracteristicas mas deseables de las inulinasas. Los procesos industriales para
produccién de fructosa y FOS se llevan a cabo a temperaturas proximas a 60 °C.
La mayoria de las inulinasas reportadas pierden su actividad después de algunas
horas a temperaturas superiores a 60 °C (Das et al., 2019). Esta falta de
termoestabilidad puede generar inconvenientes en aplicaciones industriales
donde las inulinasas se usan para la produccion de fructosa ya que, la inulina
tiene una solubilidad limitada y el riesgo de contaminacidon microbiana es alto a

temperatura ambiente.
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Las inulinasas de levaduras, hongos filamentosos y bacterias han sido
reportadas con temperaturas optimas entre 40 y 60 °C, incluso superiores
(Singh et al., 2006). Entre los hongos filamentosos se han informado tres
inulinasas de Penicillium sp. que presentan temperaturas éptimas entre 45 °C y
50 °C, una de Aspergillus niger 12 con actividad residual del 54 % a 60 °C
durante 30 min e inulinasas termoestables de Aspergillus niger y Aspergillus
fumigatus que muestran una actividad éptima a 60 °C. Se ha informado que las
inulinasas de la mayoria de las especies de levaduras presentan una actividad
optima entre 50 °C y 55 °C (Kango & Jain, 2011).

Tanto las condiciones 6ptimas de actividad como la estabilidad enzimatica
son tépicos que se encuentran directamente relacionados con la aplicacién de
las enzimas. Son varios los fendmenos que pueden desencadenar la inactivacion
enzimatica incluyendo la autolisis, la agregacién y/o la desnaturalizacidon
proteica. Relacionado con los fendmenos de inactivacidn enzimatica se ha
investigado el uso de agentes termoestabilizantes tales como polioles, que
tienen la capacidad de proteger a las enzimas ejerciendo accién sobre las
interacciones hidrofdbicas presentes entre los aminoacidos no polares y también
en las uniones hidrofilicas de las moléculas de agua que rodean a las moléculas

de enzimas (Cavello, 2013).

Por otra parte, los iones metalicos como Hg?*, Cu?*, Zn?*, Ni?*, Fe?*, Co?*,
Ag*, Mn?*, Hg" entre otros, tienen diversas maneras para afectar la estabilidad
y flexibilidad de las enzimas. Estimulan o inhiben la catalisis enzimatica al hacer
cambios en su organizacion molecular. Se informoé que Zn?*, Fe?* y Mg?* tienen
un efecto estimulante, mientras que Co?*, Cu?*y Ni%* tienen un efecto inhibitorio
sobre la inulinasa recombinante purificada de Paenibacillus polymyxa. También
se ha demostrado que el Ca?* actla como estabilizador de la exoinulinasa de
Streptomyces griseus, mientras que Zn?*, Mg?*, Fe?*, Cu?* y Mn?* la inhiben
(Singh & Singh, 2017).

En referencia a la afinidad por los sustratos, las inulinasas expresan
afinidad hacia varios de ellos. El peso molecular (PM), la constante de Michaelis-
Menten (Kwv) y la velocidad maxima (Vmax) son propiedades bioquimicas
importantes de una enzima. Mientras que el PM ayuda a comprender la

estructura heteromérica y cualquier alteracién conformacional, el Km y Vmax son
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importantes para comprender la afinidad por el sustrato y la cinética de las

enzimas.

Las inulinasas fungicas tienen un peso molecular promedio de mas de 50
kDa. Guimaraes et al. (2007) purificaron y caracterizaron inulinasas de
Aspergillus ochraceus que tenian un peso molecular estimado de 79 kDa, Chi et
al. (2009) aislaron inulinasas de Penicillium spp. con un peso molecular de 68
kDa y Kochhar et al. (1997) a partir de Aspergillus versicolor aislaron una enzima
de 250 kDa. Las cepas bacterianas y de levadura producen inulinasas de peso

molecular similar (Holyavka et al., 2016).

11. Clonado y expresion de genes

La expresidén de proteinas recombinantes se refiere a la sintesis de una
proteina, producto de la expresién de un gen exdgeno en una célula

hospedadora, lo cual involucra técnicas de manipulacion genética.

A finales del siglo XX, se comenzaron a producir las primeras proteinas
recombinantes para uso industrial. Desde entonces, este tema se ha investigado
continuamente para mejorar su rentabilidad y avanzar en la optimizacion de los

bioprocesos.

La tecnologia de ADN recombinante ofrece, hoy en dia, una amplia
variedad de alternativas en la produccién de proteinas con nuevas y mejores
propiedades. Por otra parte, la bacteria Gram negativa, Escherichia coli y las
levaduras Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris, entre otras, han
demostrado ser hospedadores eficientes para la expresion de este tipo de
proteinas y se han convertido en importantes alternativas para la produccion a
gran escala (Singh et al., 2017, Baghban et al., 2019).

La eleccion del hospedador, sea procariota o eucariota, es la resultante de
diversos factores que abarcan desde la complejidad de la molécula a producir

hasta la economia y eficiencia del proceso de fermentacién o cultivo celular.

La ventaja del uso de microorganismos para la obtencién de enzimas
recombinantes es que estos se reproducen a un ritmo acelerado, son féaciles de
manipular genéticamente, crecen en un amplio rango de condiciones

ambientales y tienen una gran variedad de vias metabdlicas, haciendo que el
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proceso de obtencidon de enzimas sea mas econdmico (Demain & Vaishnan,
2009).

Escherichia coli se ha utilizado ampliamente como hospedadora para la
expresion de proteinas recombinantes en las ultimas décadas ya que se cuenta
con un amplio conocimiento de su genética, crece rapidamente y su cultivo es
econdmico. Dado que esta bacteria carece de la maquinaria intracelular para
realizar modificaciones postraduccionales, es una limitante la aplicacion de este
sistema para proteinas eucariotas. Por lo tanto, la expresion exitosa en E. coli
depende de la secuencia de la proteina, el pliegue secundario y terciario, y las

caracteristicas funcionales de la proteina recombinante (Singh et al., 2017).

Dentro de las levaduras, la mas comuUnmente utilizada ha sido
Saccharomyces cerevisiae, sin embargo, en el Ultimo tiempo han aumentado
notoriamente los estudios que utilizan Pichia pastoris como sistema de
expresion. La mayor ventaja de Pichia pastoris respecto de S. cerevisiae es que
realiza modificaciones post-traduccionales, como por ejemplo la glicosilacion,
mas similares a las que realizan los organismos eucariotas superiores (Hamilton
& Gerngross, 2007).

12. Sistema de expresion: Pichia pastoris

Pichia pastoris es una levadura metilotréfica perteneciente al grupo de los
Ascomicetes que se reproduce por gemacion homotalica y cuya dotacion
genémica permanece haploide (Cereghino & Cregg, 2000). Posee ciertas
propiedades que justifican el éxito de su utilizacion como sistema eucariota de
expresion de proteinas heterdlogas y entre estas se destaca un promotor de

elevado nivel de transcripcion e inducible en presencia de metanol.

Su capacidad de crecer en metanol como Unica fuente de carbono se debe
a que posee un sistema enzimatico capaz de metabolizar por una ruta que
involucra a las enzimas alcohol oxidasa (AOX), catalasa y formaldehido

deshidrogenasa, entre otras, como se observa en la figura 7.

Existen dos genes en Pichia pastoris que codifican para la AOX, los genes
AOX1 y AOX2. Las proteinas producto de ambos genes tienen una similitud del
97 % y poseen aproximadamente la misma actividad especifica. Sin embargo,

la gran mayoria de los transcriptos provienen del gen AOX1. Por lo tanto, la
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enzima que es responsable de casi toda la degradacién del metanol es la

codificada por este gen. La sintesis de la enzima AOX se induce cuando se

emplea metanol como Unica fuente de carbono debido a la activacién del

promotor bajo estas condiciones de cultivo (Cregg et al., 1993).
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Figura 7.Via metabdlica para la oxidacion del metanol en levaduras

GAP: gliceraldehido 3-fosfato; DHA: dihidroxiacetona; DHAP: dihidroxiacetona fosfato; GSH: glutation, GSSG: glutation
oxidado.
Adaptado de: Vanz et al., 2012

El sistema de expresion de Pichia pastoris consiste en vectores de

integracion que portan el gen heterdlogo de interés bajo el control del promotor
pAOX1.
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Por otro lado, las modificaciones postraduccionales se asemejan mas a la
de los organismos eucariotas superiores que las expresadas, por ejemplo, por

S. cerevisiae (Hamilton & Gerngross, 2007).

Pichia pastoris secreta bajos niveles de proteinas nativas. Esto combinado
con la capacidad de crecer en medios minimos facilita la recuperacion y la

purificacién de las proteinas heterdlogas.

Ademas, se ha incorporado la sefal de secrecidon nativa de S. cerevisiae
(a-factor) al vector de expresion, lo que implica la secrecién de proteinas
heterdlogas de manera eficiente simplificando la purificacion de la proteina
producida. Todas estas caracteristicas hacen de Pichia pastoris una muy buena
opcidon como hospedador de proteinas heterdlogas para su expresion a escala de
fermentador (Cregg et al., 1993; Scorer et al, 1993; Cereghino et al., 2002).

Las técnicas de manipulacion de esta levadura son muy sencillas y
similares a las desarrolladas en S. cerevisiae. Son microorganismos facilmente
cultivables en medios sintéticos, poseen rendimientos celulares elevados y

producen altas concentraciones de la proteina de interés (Cregg et al., 1993).

Pichia pastoris posee un sistema de respiracion aerobia que facilita su
cultivo dado que se evita la generacion de subproductos indeseables tipicos de
procesos fermentativos y se obtienen elevadas densidades celulares (> 100 g
de peso seco/l) (Manual Invitrogen Pichia pastoris, 2014). Puede producir hasta
20 g/l de proteina heterdloga luego de la induccién y se han reportado cultivos
en reactores de hasta 10.000 | de capacidad (Chen et al., 1997).

Ademas, este sistema de expresion esta disponible en un kit comercial
(Cereghino & Cregg, 2000; Freigassner et al., 2009).

12.1. Vectores de expresion en Pichia pastoris

La estructura general de los vectores de expresidon de Pichia pastoris se
compone de un promotor de transcripcidén, un sitio de clonado multiple, una
secuencia terminadora 3’ que asegura una transcripcién correcta del gen, un
marcador de seleccion para la levadura, asi como una secuencia de replicacién

y seleccién propias de E. coli.

Estos vectores, en su mayoria, son integrativos, es decir recombinan con

zonas homologas del genoma de la célula asegurando una mayor estabilidad. En
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los vectores, las secuencias homoélogas pueden ser una regién del gen AOX1 o

el gen his4 que codifica para la histidinol deshidrogenasa (Cregg et al., 1993).

Cuando la recombinacién se produce en el gen his4, como se representa
en la figura 8, implica la incorporacion del mismo en el genoma de la levadura
pudiendo efectuar la reversién de auxotrofia (seleccion de los clones
transformados His*, en cepas originalmente His). Cuando la recombinacidn se
da entre la zona 3 "del gen AOX1 del vector y del genoma esto puede generar la
delecion del gen AOX. Esto lleva a desproveer a la célula del 90 % de la enzima

alcohol oxidasa, quedando tan solo el gen AOX2 funcional.

Este tipo de células metabolizan muy lentamente el metanol debido a la
baja concentracion de la enzima alcohol oxidasa sintetizada y se conocen como
Muts. Se denominan cepas Mut* a aquellas que la recombinacion e insercién del
casete de expresién no implica la interrupcidon del gen AOX1, la sintesis de la
enzima no se ve afectada y la velocidad de crecimiento en presencia de metanol
como Unica fuente de carbono es superior que en las Mut® (Schotte et al., 2016).
El fenotipo Mut® es el mas utilizado para la produccion de proteinas
recombinantes ya que con él se reducen los problemas operativos observados
en cepas Mut* con respecto a los requerimientos mayores de metanol y oxigeno
disuelto. Adicionalmente, las cepas con fenotipo Mut® alcanzan mayores niveles
de expresiéon de la proteina que los observados con cepas Mut*, y son menos
sensibles que las cepas Mut* a concentraciones de metanol. Sin embargo, las
cepas Mut® presentan tiempos prolongados de induccién para lograr el maximo

de produccion y bajas tasas de crecimiento (Serrano Rivero et al., 2016).

Segun como se realice la linealizacion del plasmido se originan uno o dos
extremos homologos al gen AOX1, de manera que se favorece la recombinacion
simple o doble (Cregg et al., 1993). Cuando se produce la recombinacién simple
la insercion del gen foraneo se obtiene sin afectar al gen AOX1 cromosdémico.
Por el contrario, cuando se produce la recombinacion doble, la incorporacién del
vector se da por sustituciéon y por lo tanto la pérdida del gen AOX1 (Manual
Invitrogen, 2014).

45



INTRODUCCION
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Figura 8.Integracion en el genoma de Pichia pastoris, mediante (A, B) insercion de genes y (C) reemplazo de genes

Adaptado de Daly & Hearn (2005)

13. Cultivo de Pichia pastoris recombinante

Los cultivos con cepas recombinantes de Pichia pastoris se llevan a cabo
en tres fases. La primera fase consiste en un cultivo batch donde se utiliza
glicerol como FCE, la segunda fase consiste en un cultivo batch alimentado
donde se produce la desrepresidén del promotor pAOX1 y se busca el aumento
de masa celular. En esta etapa no se observa la produccion de la proteina
recombinante debido a que el promotor que dirige la sintesis se encuentra
reprimido por la presencia de fuentes de carbono facilmente asimilables. En la
tercera fase, de induccidn, se reemplaza la fuente de carbono y energia por
metanol, se activa el promotor del gen AOX1 y se produce la sintesis de la

proteina recombinante.

Pichia pastoris se ha consolidado como un sistema de expresion eficaz
para la producciéon de proteinas heterdlogas con diferentes propiedades y
caracteristicas. El nimero de publicaciones crece de forma exponencial y pueden
citarse, entre otros: Zhang et al. (2008) reportaron el clonado y la expresion de

una inulinasa de Pichia guilliermondii en el sistema de expresidon de Pichia
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pastoris X-33 obteniendo una actividad maxima de 8,7+0,12 U/ml; He et al.
(2013) clonaron el gen optimizado de una endoinulinasa de Aspergillus niger
CICIM F0620 que expresaron en Pichia pastoris alcanzando una actividad de
1349 U/ml, 4 veces mas que la observada utilizando el gen nativo; Chen et al.
(2015) clonaron y sobreexpresaron el gen de una endoinulinasa de Aspergillus

fumigatus en Pichia pastoris con una actividad maxima de 3860 U/ml.

Estos son los motivos por los cuales se eligid este sistema de expresién

para desarrollar este trabajo.

14. Inmovilizacion de enzimas

Se entiende por inmovilizacién al proceso por el cual se confina una
enzima en un espacio definido, para dar lugar a formas insolubles que retienen
su actividad catalitica y que pueden ser re-utilizadas. También puede definirse
como el proceso por el cual se restringe, completa o parcialmente, el movimiento

de enzimas, organulos, células, etc. por su unién a un soporte.

La inmovilizacion es una herramienta muy poderosa para mejorar las
propiedades de una enzima, como la estabilidad, la actividad, la especificidad,

la selectividad, asi como disponer de mayores aplicaciones.

Cuando una enzima tiene interés industrial para una determinada
reaccion, su aplicacion estd normalmente limitada por la falta de una estabilidad
operacional en las condiciones del proceso y también por la dificultad de
recuperar y reciclar el biocatalizador. Una vez el catalizador estd inmovilizado
pasa de ser un catalizador soluble a presentar las siguientes ventajas:
reutilizacion o uso continuado, facil separacién de la mezcla de reaccion,
posibilidad de modular las propiedades cataliticas, prevencién de la
contaminacion del producto con proteinas, prevencion de una contaminacion
microbiana, posible estabilizacién de la estructura tridimensional de la enzima
(Cavello, 2013).

Las enzimas se pueden unir al soporte a través de procesos reversibles o
irreversibles. La inmovilizacién reversible hace referencia a que las enzimas
inmovilizadas pueden ser separadas del soporte. Los métodos utilizados son la
adsorcion, la interaccion idnica, la inmovilizacion por afinidad, la quelacion y la

mediada por puentes disulfuro como se muestra en la figura 9.
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Figura 9.Métodos reversibles de inmovilizacion enzimdtica

Adaptado de Brena & Viera, 2006
Los métodos mas comunes de inmovilizacidn irreversible de enzimas son

la union covalente, el entrampamiento, la micro-encapsulacion, y el reticulado

(cross-linking), como se observa en la figura 10.
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Figura 10.Métodos irreversibles de inmovilizacion enzimdtica

Adaptado de Brena & Viera, 2006
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El método de unidon covalente supone la unién irreversible entre enzima y
el soporte, los enlaces que se forman son fuertes y estables, impidiendo que la
enzima se libere al medio de reaccion. Para obtener elevada eficiencia de
inmovilizacién, es importante que los aminoacidos esenciales para la catalisis no
estén involucrados en la union covalente. Existen muchos soportes, que incluyen
esferas de alginato, sustancias poliméricas naturales como la quitina y el
quitosan, asi como resinas de intercambio i6nico, utilizadas para la

inmovilizacién de inulinasas (Brena & Viera, 2006).

El quitosan se ha considerado como una matriz ideal para la inmovilizacion
de enzimas, ya que puede usarse en forma de gel, perla, membrana o polvo.
Ademas, los grupos amino y los grupos hidroxilo presentes en su estructura
favorecen la adsorcién o la unién covalente de la enzima para la inmovilizacion.
Estas propiedades y el hecho de ser biocompatible, biodegradable y no tdxico

son las razones de su eleccidn en procesos de inmovilizacién (Singh et al., 2017).

Un gran numero de informes sobre la produccion de fructosa a partir de
inulina y materiales vegetales ricos en inulina mediante inulinasas inmovilizadas
en sistemas discontinuos y continuos estan disponibles en la literatura. Se
pueden citar, entre otros, los trabajos de Yewale et al. (2013) que inmovilizaron
en esferas de quitosan una exoinulinasa de Aspergillus niger consiguiendo una
buena productividad en una columna de lecho empaquetado; Trivedi et al.
(2015) inmovilizaron una exo inulinasa de Aspergillus tubingensis en esferas de
quitosan logrando incrementar la estabilidad térmica de la enzima y a ciertos

iones metalicos.

En funcion de lo antedicho se decidid estudiar, en el marco del presente
trabajo de tesis, el clonado y la expresién en forma recombinante de la enzima
inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308 en la levadura Pichia pastoris con la
finalidad que pueda ser aplicada en procesos biotecnolégicos. Para ello se

establecieron los objetivos que se expresan a continuacion.
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OBJETIVOS

Objetivo general

El objetivo general del trabajo es producir, purificar, caracterizar, y clonar
una inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308 en cultivos liquidos sumergidos

y en cantidades para satisfacer su demanda en procesos industriales.

Objetivos especificos

Los objetivos especificos propuestos para el desarrollo de este trabajo son

los siguientes:

- Estudiar la produccion de inulinasas silvestres de Aspergillus kawachii
IFO 4308 en fermentaciones liquidas, sus caracteristicas bioquimicas

utilizando yacén como FCE.

- Clonar y sobreexpresar la inulinasa producida por Aspergillus kawachii

IFO 4308 que resulte de interés para su aplicacién posterior.

- Estudiar el efecto del sistema de cultivo sobre la produccion heterdloga
de las inulinasas recombinantes, inicialmente en cultivos batch y luego
en cultivos de alta densidad (batch alimentado). Sentar las bases para

la optimizacidn del proceso de produccion a escala.

- Caracterizar la inulinasa recombinante producida a nivel molecular y

bioquimico y compararla con la inulinasa silvestre.
- Estudiar la inmovilizacién y las posibles aplicaciones de la inulinasa

recombinante, particularmente, la hidrdlisis de fructanos y produccién
de FOS.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cepas microbianas

A continuacion, se numeran las cepas microbianas utilizadas en este
trabajo.

- Aspergillus kawachii IFO 4308 provista por el Institute of Fermentation de
Osaka, Japdén y que pertenece a la coleccion de microorganismos del CINDEFI

(Universidad Nacional de la Plata, Argentina).

- E. coli TOP10F " (Invitrogen Co. Ltd., USA): F" {proAB, lacl q, lacZAM15, Tn10
(TetR)} mcrA, A (mrrhsdRMS-mcrBC), ¢80lacZAM15, AlacX74, deoR, recAl, A
- araD139, A (ara-leu) 7697, galU, galK, rpsL (StrR), endAl, nupG.

- E. coli DH5a (Invitrogen Co. Ltd., USA): F- @80lacZAM15 A (lacZYA-
argF)169 recAl endAl hsdR17(rK-K+)phoA supE44A-thi-gyrA96 relAl

- Pichia pastoris GS115 (Invitrogen Co. Ltd., USA): genotipo his4 fenotipo His
Mut*

- Pichia pastoris X-33 (Invitrogen Co. Ltd., USA): Genotipo wild type, fenotipo
Mut*

2. Vectores de clonado y expresion

En este trabajo se utilizaron los vectores de expresion pPIC9, pPICZadA y

pGEM®-T Easy, que se representan esquematicamente en la figura 9, 10 y 11.

o Vector pPIC9 (Invitrogen Co. Ltd., USA): es un plasmido integrativo
para el genoma de Pichia pastoris que contiene 8023 pb. Posee un sitio
de origen de replicacién pBR322 y un gen de resistencia a ampicilina
gue permiten obtener un alto nimero de copias en E. coli y seleccionar
las células transformadas respectivamente; la secuencia del péptido
sefal del factor a de S. cerevisiae que permite la secrecion de la
proteina de interés al exterior celular; el gen his4 que codifica para la
enzima histidinol deshidrogenasa necesaria para la sintesis de histidina
y permite la seleccidon de recombinantes en Pichia pastoris; un sitio de
clonado multiple que contiene sitios Unicos de reconocimiento para las

enzimas de restriccién Xhol y Avrll, entre otras; la secuencia pAOX1
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que corresponde al promotor inducible con metanol, como puede
observarse el esquema presentado en la figura 11 realizado con el

programa Snapgene (GSL Biotech LLC, USA).

Bglil (1)

[71531) BerDl
(&987) BeiDl
BerD] (1163)

Xhol (r152)
Avrll {1228}

BerDl (2017)

(saz1) Bplilt

BarDl (3501

Figura 11. Esquema del vector de expresion pPIC9

. Vector pPICZaA (Invitrogen Co. Ltd., USA): es un plasmido integrativo
en el genoma de Pichia pastoris que contiene 3393 pb. Posee un origen
de replicacion pUC que permite la replicacidon y el mantenimiento del
plasmido en E. coli; un gen de resistencia a zeocina para la seleccion de
clones que presenten multiples copias del gen de interés integrado en el
genoma (esto lo diferencia del vector pPIC9 que solo presenta una Unica
copia), el péptido sefial del factor a de S. cerevisiae que permite la
secrecidn de la proteina de interés al exterior celular; un sitio de clonado
multiple que contiene sitios Unicos de reconocimiento para las enzimas
de restriccion Xhol y Notl, entre otras; la secuencia pAOX1 que
corresponde al promotor inducible con metanol; la secuencia C-terminal
de polihistidina, que codifica para seis moléculas de histidina que se
fusionan a la proteina de interés y facilita la purificacién de la proteina
recombinante; entre otras secuencias que pueden observarse en el

esquema presentado en la figura 12 y realizado con el programa
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Snapgene (GSL Biotech LLC, USA).

BolIl (1)
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Figura 12. Esquema del vector de expresion pPICZaA

. Vector pGEM®-T Easy (Promega, Corporation, Madison, WI, USA): es un
plasmido de 3015 pb adecuado para clonar productos de PCR. Este vector,
en su forma lineal, posee un nucleétido de timina en sus extremos 3’, los
cuales actuan como extremos cohesivos con los fragmentos de ADN
amplificados por PCR, cuando son generados con un nucleétido de adenina
en los extremos 3’ y también impiden la recircularizacion aumentando la
eficiencia del proceso de ligacién.

Para seleccionar los clones positivos, el sitio de clonado multiple del vector
interrumpe la secuencia codificante del péptido a de la enzima B-
galactosidasa que hidroliza el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactosido (X-gal), generando un producto de color azul. Asi,
proporcionando este sustrato al medio de cultivo LB, las colonias que
adquieren este color se identifican como negativas, y las blancas como
positivas. El vector posee otras secuencias que pueden observarse en el

esquema presentado en la figura 13, realizado con el programa Snapgene

(GSL Biotech LLC, USA).
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Figura 13. Esquema del vector de clonacion pGEM®-T Easy

3. Medios de cultivo, sales traza y buffers

- Medio de cultivo Luria Bertani (LB): 1 % de triptona, 0,5 % de extracto

de levadura y 1 % de NacCl, ajustado a pH 7,5 con NaOH.

- Medio de cultivo LB con baja concentracion de NaCl: 1 % de triptona, 0,5
% de extracto de levadura y 0,5 % de NaCl, ajustado a pH 7,5 con NaOH.

- Agar LB: medio liquido mas 1,5 % de agar-agar.

- Medio de cultivo Levadura peptona dextrosa (YPD): 1 % extracto de

levadura, 2 % peptona y 2 % dextrosa (glucosa) pH 6,0.

- Medio de cultivo Minimo Dextrosa (MD): 1,34 % solucién base de

nitrogeno para levaduras (YNB), 4 x 10 % biotina y 2 % dextrosa.

- Medio buffer glicerol complejo (BMGY): 1 % extracto de levadura, 2 %
peptona, 1,34 % YNB, 4 x 10 % biotina, 1 % glicerol y 100 mM fosfato
de potasio, pH 6,0.

- Medio buffer metanol complejo (BMMY): 1% extracto de levadura, 2%
peptona, 1,34 % YNB, 4 x 10 % biotina, 0,5 % metanol y 100 mM
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fosfato de potasio, pH 6,0.

- Medio de cultivo salino basal (BSM) 0,5X: 0, 92 % de K2S04; 0,21 % de
KOH; 1,36 % de H3PO4 (85 %(v/Vv)); 0,75 % de MgS04.7H20; 0,46 % de
CaxS04.2H20; 2,6 % de glicerol (99 % (v/v)) y cantidad necesaria de
NH4OH para ajustar el pH a un valor de 5,0.

- Medio de cultivo agar papa dextrosa: 20 % de hojuelas de papa, 2 % de

dextrosa y 1,5 % de agar.

- Medio SOC: 2 % de bactotriptona, 0,5 % extracto de levadura, 0,05% de
NaCl, 0,018 % KCI, 0,19 % MgClz, 3,6 % glucosa, pH 7,0.

- Sales traza (PTM): 0,2 % de CuS04.5H20; 0,7 % de ZnClz; 0,008 % de
Nal; 2,20 % de FeS04.7H20; 0,3 % de MnS04.H20; 0,02 % de
Na:Mo004.2H20; 0,002 % de acido bérico; 0,05 % CoCl2 y 0,2 % H2SO0a4.

4. Produccion de inulinasa silvestre

4.1. Propagacion del inoculo Aspergillus kawachii
IFO 4308
La cepa de Aspergillus kawachii IFO 4308 fue provista por el Instituto de
Fermentaciones, Osaka, Japdén y pertenece a la coleccién de microorganismos
del CINDEFI (Universidad Nacional de la Plata, Argentina).

Los esporos liofilizados de este hongo filamentoso se resuspendieron en
Tween 80 al 0,01 % p/v y luego se propagaron a 28 °C en tubos con medio agar
papa dextrosa (APD). Una vez obtenidos los conidios, el agar fue cubierto por
glicerol esterilizado al 10 % p/v. Finalmente, los tubos se mantuvieron a 4 °C a

fin de conservar las cepas como cultivo stock.

Para la produccion de conidios, se tomd una muestra del cultivo stock y
se sembro en medio APD (30 ml de medio en matraces Erlenmeyer de 125 ml).
Después de 7 dias de incubacién a 28 °C, los conidios se resuspendieron en 20
ml de solucion estéril de Tween 80 al 0,01 % v/v. La concentracion de conidios
se determind mediante recuento directo al microscopio de contraste de fases
utilizando una Camara de Neubauer (Marienfeld, Alemania), y se utilizaron como

indculo en los cultivos liquidos (Contreras Esquivel et al., 2003).
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El desarrollo del moho se observd tanto en el crecimiento en placa como
al microscopio 6ptico (Olympus Life Science, Japén) utilizando objetivos de 10 X
y 40 X.

4.2. Ensayo cualitativo de la produccion de inulinasa

Para comprobar la actividad inulinasa de Aspergillus kawachii se realizd un
cultivo en placa con agar papa dextrosa (APD) suplementado con 1 % p/v de
inulina. Después de la incubacién (28 °C durante 5 dias), el medio se tifid con
cloruro de trifeniltetrazolio (TTC) al 0,1 % p/v en 0,5 M de NaOH por 20 minutos
en oscuridad. Se retird el exceso de colorante y la zona de hidrolisis de inulina
se confirmd por la presencia de color rojo. Se utilizé como control negativo un
cultivo Paecilomyces lilacinus LPS 876 del que se sabe que no produce enzimas

con actividad inulinasa.

4.3. Preparacion del sustrato

Las muestras de tubérculos de yacdn fueron provistas por el Prof. Alfredo
Grau, Instituto de Ecologia Regional de la Universidad Nacional de Tucuman,
Argentina. Para la obtencion del extracto de yacdn, los tubérculos fueron
lavados, pelados, cortados en rodajas y prensados manualmente. Este producto
y la pulpa remanente (bagazo o pomaza) se conservaron en freezer a -20 °C

hasta su utilizacion.

El extracto obtenido del prensado de los tubérculos presentd color verde,
como se muestra en la figura 14, que cambid a un color mas oscuro a medida
qgue fue tomando contacto con el oxigeno. Este extracto se esterilizé por filtracidon
utilizando filtros de membrana de acetato de celulosa de 47 mm de didametro
con un tamano de poro 0,22 ym (Sartorius, Alemania) y luego se conservd en

freezer a -20 °C hasta su utilizacion.

Figura 14.Las imdgenes muestran el procedimiento de extraccion del extracto del yacon, su aspecto y el sélido remanente
(bagazo) luego del procedimiento

Fuente: Manrique et al., 2004
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Por otro lado, el bagazo de yacédn se esterilizé en autoclave a 121 °C por

15 minutos.

El extracto y el bagazo de yacon se caracterizaron evaluando el contenido
de azucares totales y azlcares reductores. La extraccion de azucares en el
bagazo se llevd a cabo calentando la muestra 1 h a 80 °C previo agregado de
agua en una relacién 2:1 (peso de agua/peso de pulpa) (Brites & Zapata Norefa,
2016).

4.3.1. Determinacion de azucares totales solubles

Se utilizé la técnica de fenol-sulfurico (Dubois et al., 1956). Para esto a
40 pl de muestra se adicionaron 160 pl de agua, 200 pl de fenol al 5 % (p/v) y
1 ml de H2S04 al 96 %. Se incubd 20 minutos a 25 °C. Posteriormente se leyo
la absorbancia a 490 nm. Se realiz6 una curva de calibracion utilizando como

patrén fructosa 0,1 % (p/v).

4.3.2. Determinacion de azucares reductores

Se utilizé el método de Somogyi-Nelson (Herber et al., 1971). Para esto,
se adicionaron 200 pul del reactivo de Somogyi a igual volumen de muestra, y la
solucion se llevé a ebullicién por 10 minutos. Luego, cada tubo de reaccion se
dejé enfriar durante 10 minutos y se agregaron 200 pl del reactivo de Nelson.
La mezcla resultante se agité en vortex, se dejo reposar durante 30 minutos y
se agregd 1,80 ml de agua destilada. Finalmente, se leyé la absorbancia a 660
nm. Se realizé una curva de calibracion utilizando como patrén fructosa en una

concentracion de 0,1 % (p/v).

4.4. Cultivo de Aspergillus kawachii IFO 4308 en

medio liquido
Se realizaron cultivos de Aspergillus kawachii IFO 4308 en medio liquido
a los efectos de estudiar la produccién de inulinasas en este sistema de cultivo.
La composicién del medio de cultivo base, en porcentaje p/v, fue la siguiente:
NaNOs, 0,2; KoHPO4 0,1; KCI, 0,05; MgS04-7H20, 0,05; FeS0O4-6H.0, 0,001.
Todos los componentes del medio se esterilizaron durante 15 minutos, con
excepcion del extracto de yacon. Las FCE y los fosfatos fueron esterilizados por

separado del resto del medio. El pH se ajusté a 5,0 con solucién de H3PO4 1 N.
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Se inocularon matraces Erlenmeyer (1000 ml), por duplicado, que
contenian 200 ml de medio con 6 log esporas/ml y se incubaron a 30 °C en un
agitador orbital (New Brunswick Scientific, USA) a 250 rpm durante hasta 7 dias.
Se tomaron muestras de 20 ml a intervalos de 6 h. El micelio se separd por
filtracion (Whatman # 41) para la determinacidon de biomasa. En el filtrado se
determind actividad inulinasa, para lo cual se prepararon duplicados de la
muestra reaccién, asi como un control de enzima y un control de sustrato como

se muestra en la tabla 3.

Tabla 3.Muestra reaccion, control enzima y control sustrato

Muestra reaccion Control Control sustrato
enzima
180 pl sustrato 180 pl de agua 180 pl sustrato
(inulina) (inulina)
20 pl de muestra 20 pl de 20 pl de agua
muestra

Los tubos de la muestra reaccién, control enzima y control sustrato se
incubaron por 120 minutos a 37 °C. Luego, se determind la concentracion de
azucares reductores, liberados por hidrdlisis de la inulina, siguiendo la
metodologia de Somogyi-Nelson descripta en inciso 4.3.2. Como sustrato se
utilizé inulina con una concentracion de 0,05 % (p/v) disuelta en buffer citrato
fosfato (BCP: 50 mM de acido citrico, 25 mM de Na:HPO4) ajustado a pH 5,0 con
NaOH. Una unidad de actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima
gue genera un pmol de producto por minuto en las condiciones de reaccion

establecidas.

4.4.1. Efecto de fuentes de carbono y energia

El efecto de las diferentes fuentes de carbono (1 % p/v), sacarosa,
glucosa, fructosa, inulina, bagazo de yacén y extracto de yacén individualmente
y en combinacién con yacén (0,5 % p/v, como inductor) se estudié en el medio

basal de produccion.

Para determinar la concentracién Optima de extracto de yacdén se
formularon medios de cultivo con distintas concentraciones entre 0,2 y 1,2 %
p/v de azucares totales. También se evalud el efecto de diferentes fuentes de
carbono (1 % p/v) combinadas con extracto de yacén (0,7 % p/v).
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4.4.2. Efecto de la naturaleza de las fuentes de nitrégeno

Se determind la FN que produjo mayor actividad enzimatica. Para esto se
estudid el efecto de la suplementacién al medio base de distintas fuentes de
nitrégeno (FN), utilizando como FCE extracto de yacdn a una concentracién de
0,7 % de azucares totales. Se utilizaron FN orgdnicas (extracto de levadura,
urea, triptona) e inorganicas ((NH4)2S04, NH4H2PO4 y NaNOs como control) en

una concentracion 0,2 % (p/v).

Finalmente, se determind la concentracion éptima de extracto de levadura

desde 0,1 % a 0,5 % en las mismas condiciones de cultivo.

4.4.3. Efecto de la temperatura

Se estudié el efecto de tres temperaturas diferentes de trabajo (20, 28 y
37 °C) a pH 5. El medio de cultivo base, descripto en el inciso 4.4, se suplemento

con extracto de yacon (0,7 % de azucares totales).

4.4.4. Efecto del pH

Se estudid el efecto de seis valores de pH iniciales (3,5; 4,0; 4,5; 5,0;
6,0; 7,0) a 28 °C en el medio de cultivo base, descripto en el inciso 4.4,

suplementado con extracto de yacoén (0,7 % de azucares totales).

4.4.5. Efecto de la variacion del inoculo

El indculo se preparé resuspendiendo esporas de un cultivo de Aspergillus
kawachii IFO 4308 en APD, luego de 7 dias de incubacion a 28 °C, en agua
destilada con 0,01 % de tween 80. Los esporos se contaron utilizando una
camara de Neubauer. El tamafio del indculo se optimizé inoculando al medio 5,
6 y 7 log conidios/ml que corresponden a un inéculo de 0,1; 1 y 10 %

conidios/ml, respectivamente, partiendo de un indculo inicial de 8 log.

Los datos obtenidos en cada experiencia (incisos 4.4.1. a 4.4.5) se
analizaron mediante un analisis de varianza (one way-ANOVA) utilizando el test
de Tukey HSD para la comparacion entre las medias, con un nivel de significancia
de p < 0,05 utilizando el programa Infostat 2.0. Los resultados se presentan

como la media de tres determinaciones + DS.
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4.4.6. Cultivo en matraces Erlenmeyer en las condiciones

mejoradas
Teniendo en cuenta las condiciones dptimas obtenidas de los ensayos del
efecto de las FCE, fuente de N, pH, temperatura y concentracién de indculo se
realizé6 un cultivo con las condiciones oOptimas determinadas en matraces
Erlenmeyer (1000 ml) conteniendo 200 ml de medio en un agitador orbital (250
rpm) durante 7 dias. Se tomaron muestras de 15 ml a diferentes intervalos. Los
extractos crudos se analizaron en términos de actividad de inulinasa
extracelular, pH, azucares totales y biomasa fungica. Esta ultima determinacion
se realiz6 mediante la medicion del peso seco, para lo cual la muestra se filtré
utilizando filtros de acetato de celulosa con tamafio de poro de 0,65 um vy se
sec6 en estufa a 105 °C hasta peso constante. Se determinaron los parametros
de la curva de crecimiento tales como la fase lag y la velocidad especifica en

fase exponencial.

4.4.7. Cultivo en biorreactor en las condiciones mejoradas

El medio de cultivo optimizado se empled para crecer Aspergillus kawachii
IFO 4308 en biorreactor de tipo tanque agitado a fin de verificar si los
rendimientos en actividad inulinasa son reproducibles en las condiciones

ambientales de un fermentador.

Los cultivos en batch se llevaron a cabo en 4 litros de medio de cultivo en
un fermentador de 5 | (LH 210, Inceltech, Francia), utilizando el extracto de
yacdn como FCE, a 30 °C, con aireacion (1,0 vvm) y agitacién (450 rpm). El pH
del cultivo se midié con un electrodo de vidrio (Mettler-Toledo, USA). El oxigeno

disuelto se midié con un electrodo de tipo polarografico (Mettler-Toledo, USA).

Se tomaron muestras de 15 ml a diferentes intervalos. El micelio se separé
por filtracion (Whatman # 41). Los extractos crudos se analizaron en términos
de actividad de inulinasa extracelular, pH, azlcares totales y biomasa flngica.

4.5. Caracterizacion bioquimica del extracto
enzimatico

Con la finalidad de caracterizar bioquimicamente el extracto enzimatico
obtenido en biorreactor se estudio el efecto de la temperatura, el pH y la accion
de los iones metalicos, propilenglicol, etilenglicol sobre la estabilidad y actividad

de la inulinasa, seguln se detalla a continuacion.
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4.5.1. Estabilidad térmica

La estabilidad térmica de la inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308 se
midid en términos de actividad residual después de la incubacién de una muestra
de filtrado de cultivo en CPB (pH 5) a diferentes temperaturas (37 °C, 45 °C, 55
O0Cy 65 °C) durante 180 minutos.

Para estudiar la vida media de la enzima se asumidé una cinética de
inactivacion de primer orden por lo que, a partir de los datos obtenidos, se

realizaron los calculos a partir de las siguientes ecuaciones:
A/Ao = g-kdt

donde A: es la actividad enzimatica luego de transcurrido un tiempo t, Ao
es la actividad enzimatica inicial, ka es la constante de inactivacion de primer

orden y t es el tiempo.

El tiempo de vida media del extracto enzimatico se determind a partir de

la ecuacion anterior y es igual a:
ti2) = In(2)/kd
4.5.2. Estabilidad frente a diferentes pH

La estabilidad de la enzima a diferentes valores de pH se determind
midiendo la actividad residual después de la incubacion de una muestra de
filtrado de cultivo a 37 °C durante 180 minutos en una mezcla de buffers (Tris-
HCI, MES vy glicina, 20 mM cada uno), ajustados a diferentes valores de pH entre

3 a 13, variando de a una unidad.

4.5.3. Estudio del pH éptimo

El efecto del pH sobre la actividad de inulinasa se determiné incubando
20 pl de muestra de filtrado de cultivo diluida adecuadamente en 180 pl de
solucién de inulina (0,05 % p/v) midiendo actividad enzimatica en una mezcla
de buffers (Tris-HCI, MES y Glicina, 20 mM cada uno) ajustado a diferentes
valores de pH entre 3 a 13.
4.5.4. Efecto de los iones metalicos y agentes
estabilizantes
El efecto de diferentes iones metalicos (K*, Ca?*, Hg?*, Mn?*, Zn?* y Fe3t)
sobre la actividad de inulinasa se estudid a una concentracion de 1 mM,

preincubando una muestra de filtrado de cultivo con soluciones de sales
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metalicas durante 1 hora a temperatura ambiente. La actividad inulinasa se
determind y expresdé como un porcentaje de la actividad residual relativa a un
control (100 %) sin tratamiento. Los datos obtenidos en cada experiencia se
analizaron mediante un analisis de varianza mediante el test de Tukey HSD para
la comparacion entre las medias, con un nivel de significancia de p < 0,05
utilizando el programa Infostat 2.0. Los resultados se presentan como la media

de tres determinaciones £ DS.

La accion de diferentes estabilizantes térmicos se probd en la actividad
inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308 incubando el extracto enzimatico con
cada uno de los siguientes agentes: propilenglicol, glicerol y manitol al 10 %, a
una temperatura de 65 °C por 180 minutos. La actividad inulinasa se determiné
y expresé como un porcentaje de la actividad residual relativa a un control (100
%) sin tratamiento. Se calcularon la vida media de la enzima y la constante de

inactivacion para cada uno de los agentes estabilizantes.

4.5.5. Modo de accion de la enzima frente a la hidrdlisis de

inulina
Una mezcla de reaccion conteniendo 1,8 ml de solucion de inulina (grado
alimenticio) (0,5 g/I, en BCP, pH 3,5) y 200 pul de extracto crudo se incubd a 37
°C durante 6 horas. Se tomaron muestras cada 1 h. Los productos de hidrélisis
de inulina se determinaron cualitativamente mediante cromatografia en capa
fina (TLC) usando laminas de 8 cm (Merck, ldminas de aluminio TLC 20 x 20 cm,
gel de silice F254). Se tomaron muestras (5 pl) de hidrolizado. Se usé una
mezcla de acetato de etilo: acido acético: agua (3:1:1, v/v/v) como fase movil.
Las laminas se secaron al aire y los carbohidratos se tifieron con una solucién de
acido sulfurico en metanol 50:50 (v/v). Posteriormente se pulverizaron con el
reactivo de tincion y el color se desarrollé calentando durante 5 minutos a 105
O0C. Mediante este procedimiento, la glucosa, la fructosa y la sacarosa (que se

utilizaron como patrones) se visualizan como manchas de color marrén oscuro.

5. Produccion de inulinasa recombinante

5.1. Métodos generales

Primeramente, se describen las metodologias utilizadas a lo largo de todo

el proceso de clonado.
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5.1.1. Electroforesis en gel de agarosa

Las preparaciones de los diferentes acidos nucleicos utilizados en este
trabajo de tesis se analizaron en geles de agarosaal 1 % y 1,5 % (p/v) en buffer
Tris acetato EDTA (TAE) que contiene 0,04 M Tris-acetato y 0,001 M EDTA.

Las muestras se prepararon: 5 ul de muestra y 1 ul del buffer de siembra
(glicerol 50 % (v/v), EDTA 1,0 mM y azul de bromofenol 0,25 % (p/v)).
Posteriormente se llevé a cabo la electroforesis en una cuba horizontal (GE
Healthcare, USA) aplicando un voltaje de 100 voltios con una fuente de

alimentacion EPS 301 (Amersham Pharmacy Biotech, USA).

Para visualizar los fragmentos de los acidos nucleicos en los geles de
agarosa se utilizd una solucién de bromuro de etidio (Sigma, USA) 0,75 ug/ml
en H20 destilada durante 15 min, observandose posteriormente mediante
iluminacion con luz ultravioleta en un transiluminador Modelo TM-26 (Labnet
International, USA).

Se utilizaron los marcadores de peso molecular de 100 pb y 400 pb PB-L

(Productos bio-logicos S.A. Ladder Precisién, Argentina).

5.1.2 Preparacion de células de E. coli DH5« competentes

Para la preparacion de células competentes se partié de 5 ml de un cultivo
de células de E. coli DH5a crecidas durante 16 horas a 37 °C e inoculadas en 50
ml de medio LB. El cultivo se incubd a 37 °C con una agitacion de 200 rpm hasta
gue llegd a la fase exponencial de crecimiento (DOsoonm= 0,5 - 0,6) y se incubd
durante 10 minutos en agua hielo. Se separaron las células por centrifugacién a
4000 x g durante 10 minutos a 4 °C, el pellet se resuspendié en 100 ml de CaClz

100 mM y se incub6 durante 30 minutos en agua hielo.

Transcurrido este tiempo, las células se volvieron a separar por
centrifugacion a 4000 x g durante 10 minutos a 4 °C y se resuspendieron en
100 ml de MgCl> 100mM. Se incubaron durante 30 minutos en agua hielo, se
centrifugaron a 4000 x g durante 10 minutos a 4 °C y el pellet se resuspendid
en 1 ml de solucién de CaCl. 100mM, MgCl> 100mM vy glicerol 30% (v/v). Se

fraccionaron alicuotas de 100 pl. Se conservaron a -80° C hasta su utilizacién.

5.1.3. Preparacion de E. coli TOP10 electrocompetentes

Para la preparacion de estas células de E. coli se procedié a inocular 5 ml
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de medio LB con bacterias TOP10, cultivar a 37 °C con agitacion vigorosa (190-
200 rpm) hasta alcanzar saturacidon (16 h). Luego se diluyé 1/100 el cultivo
saturado en 500 ml de medio fresco, a 37 °C con agitacion vigorosa (200 rpm)
hasta alcanzar una DO s00 nm de 0,5 -0,7. Se centrifugd a 4000 x g durante 20
minutos a 4 °C descartando el sobrenadante. Secuencialmente, se utilizaron los

voliumenes de 250 ml, 20 ml y 1 ml de la solucién de glicerol al 10 % (v/v).

5.1.4. Extraccion de ADN plasmidico por lisis alcalina

Para realizar las extracciones de ADN plasmidico, se realizé un cultivo por
16 ha 37 °Cy 100 rpm, en 5 ml de medio liquido LB, se centrifugé a 3000 x g
durante 10 minutos, descartando el sobrenadante y resuspendiendo el pellet de
bacterias en 100 ul de soluciéon 1 (glucosa 50 mM, EDTA 10 mM (pH 8,0), Tris
HCI 25 mM (pH 8,0). Luego de afadir 200 pl de la solucién II (NaOH 0,2 N, SDS
1% (p/v)) y mezclar suavemente por inversion (4 o 5 veces), la mezcla

resultante fue incubada en hielo durante 5 minutos.

A continuacidn, se afiadieron 150 pl de la solucion III (Acetato de potasio
3M + acido acético, pH 4,8), se agité por inversion y se mantuvo otros 5 minutos
en hielo. Posteriormente, se centrifugd durante 15 minutos a 17000 x g y 4 °C,
y aproximadamente 400 ul del sobrenadante se transfirieron a un tubo limpio

en el que se afiadid 1 ml etanol absoluto (frio).

Luego, se centrifugd durante 20 minutos a 17000 x g y 4 °C,
descartandose el sobrenadante y lavando el pellet resultante con 500 pl de
etanol al 70% (frio). El pellet se secé a temperatura ambiente y el ADN
plasmidico obtenido fue resuspendido en 30 ul de agua bidestilada estéril.

5.1.5. Preparacion de células competentes de Pichia
pastoris

Se inocularon 5 ml de medio YPD con 100 ul de un cultivo stock de la cepa
de Pichia pastoris correspondiente, Se incubaron a 28 °C por 16 h y 100 rpm.
Posteriomente se inoculé en 500 ml de medio YPD fresco en las mismas
condiciones hasta alcanzar una densidad dptica a DO 600 nm entre 0,5y 0, 7. Se

centrifugd a 3000 x g durante 5 minutos a 4 °C, descartandose el sobrenadante.

Se realizaron sucesivos lavados de las células en una solucion de sorbitol
1 M estéril a 4 °C. Las células se separaron por centrifugacion a 3000 x g durante

5 minutos a 4 °C y se descartd el sobrenadante. Secuencialmente, se utilizaron
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volumenes de 250 ml, 10 ml y finalmente 0,5 ml de la solucién de sorbitol 1 M.

5.2. Estrategias de clonado del gen inulinasa

En la figura 15 se esquematizan las estrategias de clonado del gen
inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308, una a partir de ARN y dos a partir
de ADN, una utilizando el gen inulinasa con intron en pPIC9 y la otra

utilizando el gen inulinasa sin intrén, eliminado in vitro, en pPICZdA.

Estrategias de clonado del gen inulinasa

gen inulinasa sin PS,
sinintron

clonadoen clonadoen
pPICS PPICZaA

transformacion
en P.pastons
GS115y X33

Figura 15. Diagrama de flujo de estrategias de clonado del gen inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308

5.2.1. Estrategia de clonado del gen inulinasa a partir de
ARN

Se realiz6 un cultivo de Aspergillus kawachii IFO 4308 en las condiciones
Optimas y se tomaron muestras de micelio a las 24, 48 y 72 h.
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5.2.1.1. Extraccion de ARN de Aspergillus kawachii IFO

4308
Para la extraccion del ARN de Aspergillus kawachii, se utilizd6 TRI®Reagent
(Sigma, USA) segun el siguiente protocolo: Se homogeneizaron las muestras,
segun la relaciéon 100 mg de micelio: 1 ml de TRI®Reagent. Se agregaron 200
Ml de cloroformo y se agitd vigorosamente de forma manual durante 15
segundos. Luego se dejé reposar 5 minutos a temperatura ambiente vy,

finalmente, se centrifugd 15 minutos a 12000 x g a 4 °C.

Luego de esta etapa, se observé una separacion en la mezcla de dos fases,
una inferior organica y de color rojo y otra superior, acuosa e incolora, de donde
se recupero el ARN. Se transfirio la fase superior a otro tubo y a ésta se le agregé
500 pl de alcohol isopropilico. Luego de agitar, se dejé en reposo a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Posteriormente se centrifugd a 12000 x g durante
10 minutos, a 4 °C y se descartd el sobrenadante (el ARN precipita en el fondo
del tubo). Se lavd exhaustivamente el precipitado con etanol 75 % y se agité
con vortex durante 2 minutos. Se centrifugé a 11000 x g durante 10 minutos a

4 °C y se descartd el sobrenadante.

El ARN se resuspendidé en agua tratada con DEPC (Dietil pirocarbonato,
para la inactivacion de ARNasas) y su integridad se analizé6 mediante un gel de

agarosa 1 % (p/v).

Para evaluar la pureza del ARN extraido se tomd una muestra y se
determind la relacion Azeo/A230. Las medidas se llevaron a cabo en un

espectrofotometro Micro-UV vis NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, USA).

5.2.1.2. Sintesis del ADN complementario

A fin de sintetizar ADN complementario (ADNc), el ARN total obtenido fue
cuantificado espectrofotométricamente a una longitud de onda de 260 nm en

equipo Micro-UV vis NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, USA).

La obtencion de ADNc se realizo6 mediante una RT-PCR (Reverse
Transcription PCR). Esta técnica es una variacion de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) convencional en la que se obtienen multiples copias de ADNc
a partir de ARN mensajero, usando una transcriptasa reversa y amplificando el

producto de la retrotranscripcién mediante PCR.
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Una caracteristica importante de este tipo de PCR es que el ADNc
generado no lleva los intrones que tendria el ADN original. El protocolo seguido
para la RT-PCR y los volumenes anadidos para un total de reaccién de 50 pl
guedan reflejados en la Tabla 4. La reaccién se realizé con 3 pg de ARN. Tras

realizar, el ADNc sintetizado se almacend a - 20 °C.

Tabla 4.Proporciones de componentes de la mezcla de reaccion para RT-PCR

Componentes Cantida
d

Buffer 5X (Tris-HCI, KCI, MgClI2, DTT) 10,0 pl

dNTPs (10 mM) 2,5 ul
Hexameros (2 pg / ul) 0,3 ul
ARN 3,0 pug
Inhibidor de ARNasas 2,0 pl
H>0 DEPC 22,5 pl

MMLV (retrotranscriptasa del Virus de la 2,5 ul
Leucemia Murina, MMLV, Promega) (200
unidades /ul)

VOLUMEN FINAL 50,0 pl

5.2.1.3. Amplificacion del gen correspondiente a la
inulinasa
Con el objetivo de sintetizar ADN in vitro, se utilizd la técnica de PCR

siguiendo la metodologia descripta por Sambrook, (1989).

El disefio de primers se realizd en base a la secuencia aminoacidica N-
terminal de la inulinasa purificada de Aspergillus awamori y la secuencia
aminoacidica consenso VEVFGGQGE, la cual es comlUn entre Ila
fructosiltransferasa de Aspergillus foetidus y las inulinasas A y B de Aspergillus
niger y cercana al C- terminal de estas enzimas. Los disefios de primers se

muestran en la tabla 5.

Tabla 5.Primers y sitios de reconocimiento introducidos por clonado

. INU fw 5 ' TAGTATCTCTCGAGAAGAGAGCTCCCCTCTGTCGAAG
Primer P1 - 3

Primer P2 INU rv 5" TACTCTCCTAGGTCAATTCCACGTCGAAG3’
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Tal como se indica, estos primers tienen incorporados los sitios de
reconocimiento para las enzimas de restriccién Xhol y Avrll, respectivamente
(subrayado). Ademas, el primer P: tiene el sitio de reconocimiento para la

proteasa KEX2 (cursiva y azul).

Para la reaccion de PCR se utilizd6 una taq polimerasa (Promega, USA),
como molde, ADN gendémico purificado de Aspergillus kawachii IFO 4308 y los
primers P1 y P> diseflados especificamente para amplificar el gen de la inulinasa.
La reaccion de PCR se llevdo a cabo en un termociclador Mastercycler pro-S
(Eppendorf, Alemania). Las condiciones de reaccion fueron: 95 °C 180 segundos,
30 x (95 °C 60 segundos, 55 °C 30 segundos, 72 °C 60 segundos), 72 °C 300

segundos.

La mezcla de reaccidn para la PCR se muestra en la tabla 6.

Tabla 6.Proporciones de componentes en la mezcla de reaccion de PCR para un volumen de reaccion de 50 ul

Componentes Cantidad
Buffer Tag 5X 10 pl
dNTPs 10 Mm 0,4 pl
Primer P1 79 uM 0,5 pul
Primer P2 49 yM 0,5 pl
Taq polimerasa 5 U/pl 0,5 pul
ADN molde 5ng

Agua bidestilada c.s.p. 50ul

El producto de PCR se analizé mediante la evaluacién de su perfil de
restriccion mediante la digestion con la enzima de restriccion BsrDI para
corroborar que el gen correspondia al de la inulinasa. Se utilizdé esta enzima ya
gue se determind, a partir de la secuencia nucleotidica, que genera un unico
corte en el gen. La reaccién se llevé a cabo durante 4 horas a 65 °C. El producto
de PCR vy el producto de la digestion se visualizaron por electroforesis en un gel
de agarosa 1 % (p/v).

5.2.2. Estrategia de clonado del gen inulinasa a partir de
ADN
Se realiz6 un cultivo de Aspergillus kawachii IFO 4308 en las condiciones

optimas. A las 48 h de crecimiento, se recupero el micelio por filtracién.
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5.2.2.1. Extraccion del ADN gendmico de Aspergillus

kawachii IFO 4308
El ADN gendmico de Aspergillus kawachii IFO 4308 se extrajo segun Rojas
etal., 2011. Se resuspendid el micelio en buffer de lisis compuesto por: Tris-HCI
(0,2 M, pH 7,5), NaCl (0,5 M), EDTA (0,01 M), SDS (1 % p/v) y se agregaron
0,4 g de esferas de vidrio estériles (0,3-0,4 um) (Sigma, USA). La mezcla se
agitdé en vortex durante 30 segundos seguido de incubacién en hielo por 1

minuto. Este Ultimo procedimiento se repitid 5 veces.

Posteriormente se adiciond una soluciéon de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (25/24/1) ml y nuevamente se agitd en vortex durante 1 minuto. Se

centrifugd durante 5 minutos a 14.000 x g y se recupero la fase acuosa.

Finalmente, el ADN se precipitd por la adiciéon de NaAc 0,3 M y dos
volumenes de etanol absoluto. Se incubéd en hielo durante 2 minutos tras lo cual
se centrifugd 2 minutos a 7500 x g a 4 °C y se deseché el sobrenadante. El ADN
precipitado se lavo dos veces con etanol 70 % (v/v) a 4 °C y se secd a
temperatura ambiente, resuspendiéndose posteriormente en 20 ul agua

bidestilada estéril.

Se analizo la integridad del ADN obtenido mediante un gel de agarosa 1
% p/v como se describe en el inciso 5.1.1 a fin de determinar la integridad del
producto de PCR obtenido.

Para evaluar la pureza del ADN extraido se tomdé una muestra y se
determind la relacion Azeo/A2s0. Las medidas se llevaron a cabo en un

espectrofotometro Micro-UV vis NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, USA).

5.2.2.2. Amplificacién del gen inulinasa sin péptido sefal

Se disefid el primer Ps para eliminar el péptido sefal del gen inulinasa
debido a que los vectores de expresion pPIC9 y pPICZaA poseen la secuencia
del péptido senal factor a de S. cerevisiae. La secuencia del primer se muestra

en la tabla 7.

Tabla 7. Secuencia del primer P3

Primer P3 5'-TGCAGTCGCTCGAG TTCAACTATGACCAGCCT-3'

En este primer la secuencia en letra cursiva y azul corresponde al sitio de
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restriccion de Xhol y la secuencia subrayada al sitio de reconocimiento de la

proteasa Kex 2.

Para obtener el gen inulinasa sin péptido sefial se realizdé una PCR

utilizando los primers Ps y P-.

Se estudiaron las condiciones éptimas de reaccién utilizando diferentes
cantidades de ADN gendomico (5 ng y 20 ng) y siete temperaturas de
apareamiento: 55 9C, 57 °C, 59 °C, 61 °C, 63 °C, 65 °C y 67 9C, para elegir la
mejor condicion de amplificacion del gen de interés.

La mezcla de reaccién para la PCR se muestra en la tabla 8.

Tabla 8.Proporciones de componentes en la mezcla de reaccion de PCR

Componentes Cantidad
Buffer Taq 5X 10 pl
dNTPs 10 mM 0,4 pl
Primer P3 56 uM 0,5 pul
Primer P2 49 uM 0,5 pul
Taq polimerasa 5 U/l 0,5 ul

ADN molde 5y 20 ng

Agua bidestilada c.s.p. 50yl

Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis en un gel de
agarosa 1% (p/v) y purificado mediante el sistema de DNA Purification Kit
illustraTM MicroSpin Columns (GE Healthcare, USA).

5.2.2.3. Clonado del gen inulinasa con intréon en pPIC9

En la primera estrategia se utilizé el vector de expresidon pPIC9 (Invitrogen
Co. Ltd., USA.) que permite el clonado del gen que se desea expresar, en fase
con el péptido senal del factor a de S. cerevisiae, 1o que genera la secrecion de

la proteina heterdloga al exterior celular y facilita la purificacion de la misma.

Los genes clonados se expresan bajo el control del promotor pAOX1 lo
gue permite la induccion para el comienzo de la sintesis de la proteina. Por otra
parte, el plasmido no se replica autbnomamente y sélo puede transformar a las
células de la levadura Pichia pastoris mediante integracién en el genoma de la

misma.
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Se realizd un cultivo de 100 ml de E. coli que contenia el vector de
expresion pPIC9, a 37 °C durante 16 horas, en medio de cultivo LB + 100 pug/ml
de ampicilina. Luego se extrajo el ADN plasmidico siguiendo el protocolo Pure
Yield™ Plasmid Midiprep System (Promega, USA) y se cuantific6 mediante

espectrofotometria a 260 nm.

El clonado del gen inulinasa en el vector de expresion se realizé de la
siguiente manera: el gen inulinasa obtenido por PCR y el plasmido pPIC9 fueron
digeridos con las enzimas de restriccion Xhol y Avril por 4 h a 37 ©°C.

Posteriormente se visualizd esta digestion mediante un gel de agarosa al 1%
(p/v).

Para evitar la recircularizaciéon del plasmido, el ADN plasmidico pPIC9
digerido se incubd durante una hora a 37 °C con fosfatasa alcalina, (Sigma,
USA). La reaccidon se detuvo mediante una incubacién a 65 °C durante 10
minutos. A continuacidn, el vector se precipitd con 10 % de acetato de sodio 3
M, pH 5,2 y dos volumenes de etanol absoluto, se incubd a -20 °C durante 30
minutos, luego se centrifugd a 20000 x g por 10 minutos, se descartd el
sobrenadante y se dejé secar por 10 minutos. Por ultimo, se resuspendié en un
volumen adecuado de agua bidestilada. Posteriormente se purificd siguiendo el
protocolo para DNA Purification Kit illustraTM MicroSpin Columns (GE Healthcare,
USA).

Se ligd el gen de inulinasa al vector pPIC9 purificado mediante la ligasa
del bacteriéfago T4 (Promega, USA) durante 16 h a 37 °C, generando el
pladsmido recombinante pPIC9: inuAK. Se probaron tres relaciones molares

vector: inserto (1:0; 1:1 y 1:5) como se indica en la tabla 9.

Tabla 9. Relaciones molares vector: inserto para la reaccion de ligacion

Relacion molar

Vector: inserto 1:0 1:1 1:5
Masa (ng)
vector: inserto 100: O 100: 20 100: 100
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5.2.2.3.1. Transformacion y seleccion de clones positivos

E. coli DH5a
Una vez obtenido el plasmido recombinante pPIC9: inuAK se procedio a
transformar células de E. coli DH5a mediante shock térmico siguiendo el

protocolo descripto en el inciso 5.1.2.

Se agregaron 800 ul de medio LB y se incubd a 37 °C por 45 minutos. La
mezcla se centrifugd a 10.000 x g por 10 minutos, el pellet se sembro en placas

de Petri conteniendo medio agar LB con ampicilina (100 pl/ml).

Las placas se incubaron 16 h a 37 °C, posteriormente los clones obtenidos
se repicaron en medio liquido LB con ampicilina (100 pl/ml), se incubaron
durante 16 h en agitacion a 37 °C y 200 rpm. Los clones se conservaron en

medio LB con 15 % de glicerol a -70 °C para su posterior analisis.

5.2.2.3.2. Confirmacion del marco abierto de lectura

Para corroborar el marco de lectura y analizar posibles se secuencid el

ADN plasmidico de 5 clones resistentes a ampicilina. Se aislaron los plasmidos

siguiendo el protocolo de la técnica de Pure Yield™ Plasmid Miniprep System,

2015 (Promega, USA) y se secuenciaron utilizando primers comerciales a partir
del 3’A0X y 5’A0X (Automatic Sequencer 3730x|- Macrogen-Corp., Corea).
5.2.2.3.3. Transformacion de células de Pichia pastoris
GS115
Para aumentar la eficiencia de transformacidon en Pichia pastoris, el

plasmido se linealizé mediante la digestion con la enzima Bg/lI durante 4 h a 37
°C.

Se utilizaron células competentes de Pichia pastoris GS115 genotipo his4
fenotipo His™ Mut* preparadas segun el protocolo descripto en el inciso 5.1.5.
Esta cepa posee una mutaciéon en el gen his4 que codifica la enzima histidinol
deshidrogenasa que hace a la célula incapaz de producir el aminoacido histidina.
Los plasmidos de expresion llevan el gen his4, esto permite la seleccion de los

transformantes por su habilidad de crecer en medios deficientes en histidina.

La electroporacion se realizé en cubetas de 0,2 ml que contenian 80 ul y
10 pg de ADN y se incubaron 30 minutos en bafo de agua/hielo en las

condiciones descriptas por el fabricante: 25 pF, 200 @, 2,5 KV (Micro Pulser
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BioRad Life Sciences, USA).

Luego de la aplicacion de los pulsos eléctricos se adiciond a la suspensién
1 ml de sorbitol 1M y posteriormente se sembré en placas con el medio minimo

dextrosa (MD), sin histidina, que se incubaron a 28 °C durante 48 h.

5.2.2.3.4. Cultivo de Pichia pastoris en matraces
Erlenmeyer
Con cada una de cinco colonias transformadas crecidas en medio solido
MD se realizaron pre-inéculos mediante el cultivo de los clones (1% en YPD), en
agitador orbital a 28 °C y 200 rpm por 18 h (Model 481, Forma Scientific, USA).

Se cultivaron a 28 °Cy 200 rpm en 100 ml de medio BMGY hasta alcanzar
una DOsoo nm = 16. Luego de la etapa de crecimiento, se realizé la induccién
utilizando metanol. El cultivo se centrifugé a 5000 x g durante 10 minutos
(Gelec, Argentina). Los pellets obtenidos se resuspendieron en BMMY, de modo
tal de obtener una DOsoorm = 60 para cada clon. Se trasvasaron a matraces
Erlenmeyer de 1 litro conteniendo 100 ml de medio BMMY, 28 °Cy 200 rpm en

agitador orbital.

Para inducir la produccién de proteina recombinante, se anadié metanol a
una concentracién final de 0,05 % (v/v). Se extrajeron muestras de 5 ml a
intervalos definidos (0, 24 y 48 h), que se centrifugaron a velocidad maxima
durante 10 minutos a 4 °C y los sobrenadantes fueron almacenados a -20 °C

hasta su analisis.

5.2.2.3.5. Analisis del cultivo de Pichia pastoris

Se estudid la expresion de la inulinasa recombinante en Pichia pastoris a
las 24 y 48 horas del cultivo midiendo actividad enzimatica en el sobrenadante
mediante el método descripto en el inciso 4.4, ademas se determind la cantidad
de proteinas, siguiendo el método de Bradford (1976). La expresion de la
inulinasa se analizé mediante SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes segun
Laemmli (1970) en un equipo Mini- PROTEAN® Tetra Cell (Biorad, USA). Los
geles se prepararon al 12 % (p/v) de acrilamida y las muestras premezcladas
con el buffer de siembra conteniendo B-mercaptoetanol se calentaron a 100 °C,
antes de proceder a la siembra. Una vez finalizada la electroforesis, el gel se tifi6
con Coomassie G-250 coloidal (Neuhoff et al., 1988). Se utilizaron dos

marcadores de peso molecular, (20-120 kDa; Thermo Scientific, Rockford IL,
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EUA) y (14,1-97,0 kDa, Amersham Pharmacia Biotech).

Las bandas obtenidas en el gel se identificaron por mapeo peptidico en el
Instituto Pasteur, Montevideo, Uruguay, a partir de una digestién triptica in situ
de las bandas y siguiendo la siguiente metodologia: los péptidos se extrajeron
de los geles utilizando el 60 % de acetonitrilo en trifluoroacético (TFA) al 0,2 %,
se concentré por secado al vacio y se realizd el desalado utilizando micro-
columnas de C18 en fase reversa (Omix Pipette, Varian). La elucion de péptidos
de la micro-columna se efectud directamente en la placa del espectrémetro de
masa con 3 ul de solucién de (a—ciano-4-hidroxicinamico en 60 % de acetonitrilo
acuoso que contiene 0,2 % TFA). Los espectros de masas de las mezclas de
digestion se analizaron en un espectrometro MALDI-ToF/ToF 4800 (Applied
Biosystems, USA) y se calibraron externamente utilizando una mezcla de
péptidos estandar (Applied Biosystems, USA). Las proteinas se identificaron en
la base de datos NCBInr con los valores de m/z de los péptidos utilizando el
programa MASCOT (Matrix Science). Para que los resultados sean considerados
estadisticamente significativos se permitiéo 0,05 Da de diferencia entre el valor

teorico y el valor medido de masa molecular de los péptidos monoisotrépicos.

5.2.2.3.6. Analisis bioinformatico del corte y empalme

Para comprobar si Pichia pastoris era capaz de realizar el corte y empalme
del gen, es decir eliminar el intrén y expresar una proteina madura activa, se
realizé el analisis informatico utilizando el programa Splice View, (NN-SPLICE,
Splice Proximal Check y NETGENE). Con este programa se analizaron los posibles

sitios donadores y aceptores en Aspergillus sp. y levaduras.

5.2.2.4. Estrategia de clonado del gen inulinasa sin intrén
en pPICZaA
Para disefiar esta estrategia de clonado se utilizé la informacion existente
en la literatura sobre los genes de inulinasa que poseen intrones. Se compardé la
secuencia de la inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308 con la informacion
genémica de Aspergillus awamori var 2250 y A. niger cepa 12 utilizando el
programa Cluster W2 (European Bioinformatic Institute, UK)

5.2.2.4.1. Disefo de primer para eliminar el intron del gen
inulinasa

En base a esta informacion se disefi6 el primer para eliminar el intrén, la
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secuencia se muestra en la tabla 10.

Tabla 10. Secuencia del primer P4 para eliminar el intron

. 5'-CGGCAATGTTTGCGCAACGGGGTAATAGGAAGTATACATGGCG-3'
Primer Pa

Los primeros 19 nucledtidos se superponen a la regién 3' del exén Iy los
siguientes 16 nucledtidos se superponen al extremo 5' del exén 11, incluido el
sitio de reconocimiento de BsrDI que se indica en cursiva y rojo.

5.2.2.4.2. Clonado del gen inulinasa sin intréon en el
plasmido pPICZaA

Se realizo el clonado del gen inulinasa sin intrén en el plasmido pPICZaA.
Se utilizé este plasmido ya que permite el clonado de multiples copias del gen

de interés, lo que puede resultar en un aumento de los niveles de expresién.

Para obtener el gen sin intrén se obtuvieron los dos exones por separado

mediante cortes con enzimas de restriccion.

Para obtener el exdn I, se realizd una reaccién de PCR por medio del vector
plasmidico pPIC9: inuAK como molde y los primers Pz y Ps. En la tabla 11 se

muestran las proporciones de componentes en la mezcla de reaccién de PCR.

Tabla 11. Proporciones de componentes en la mezcla de reaccion de PCR

Componentes Cantidad
Buffer Taq 5X 10 pl
dNTPs 10 mM 0,4 pl
Primer P3 56 UM 0,5 ul
Primer P4 59 uM 0,5 pl
Taq polimerasa 5 U/pl 0,5 pul

ADN molde 5y 20 ng

Agua bidestilada c.s.p. 50pul

Esta reaccidn se realizé con 30 ciclos a 94 °C durante 60 segundos, 56 °C
durante 60 segundos, y 72 °C durante 60 segundos. El producto de PCR (383
pb) se purificé en gel a través del uso de un kit de purificacion de ADN Illustra™

Micro Spin Columns. Posteriormente se ligd el plasmido pGEM®-T Easy Vector
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(Promega, Corporation, USA) durante 1 h a 37 °C utilizando la mezcla de

reaccion indicada por el fabricante.

El Vector pGEM®-T Easy es un plasmido de 3015 pb adecuado para clonar
productos de PCR. Este vector, en su forma lineal, posee un nucleétido de timina
en sus extremos 3’, los cuales actuan como extremos cohesivos con los
fragmentos de ADN amplificados por PCR, cuando son generados con un
nucleétido de adenina en los extremos 3’ y también impiden la recircularizacién

aumentando la eficiencia del proceso de ligacion.

Para seleccionar los clones positivos, el sitio de clonado multiple del vector
interrumpe la secuencia codificante del péptido a de la enzima B-galactosidasa
gue hidroliza el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido (X-gal),
generando un producto de color azul. Asi, proporcionando este sustrato al medio
de cultivo LB, las colonias que adquieren este color se identifican como
negativas, y las blancas como positivas. El vector posee otras secuencias que
pueden observarse en el esquema presentado en la figura 13, realizado con el

programa Snapgene (GSL Biotech LLC, USA).

Se probaron tres relaciones molares vector: inserto (1:0; 1:1y 1:3) en

las proporciones que se indican en la tabla 12.

Tabla 12. Relaciones molares vector: inserto ensayadas para la reaccidn de ligacion

Relacion molar

Vector: inserto 1:0 1:1 1:3

Masa (ng) vector: inserto 100: 0 100: 12 100: 36

Luego se realizd la electroporacion para transformar células de E. coli TOP10F'
(Invitrogen Co. Ltd., USA). Los vectores recombinantes aislados de los
transformantes positivos se digirieron con Xhol (37 °C durante 4 h) y BsrDI (65
°C durante 4 h).

En un microtubo, se mezclaron 40 pl de células de E. coli
electrocompetentes con 1-2 pl de cada una de las concentraciones vector:

inserto utilizadas y se dejaron en hielo durante 1 minuto. A continuacion, se
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aplicé un pulso eléctrico de 25 pF, 200 Q, 2,2 kV utilizando un electroporador
(Biorad, USA). Inmediatamente, se resuspendié suavemente la mezcla de
electroporacion con 1 ml de medio SOC y se incubd una hora a 37 °Cy 100 rpm.
Finalmente, 200 upl de cada una de las mezclas de electroporacion fueron
plagueadas en agar LB mas ampicilina (100 pl/ml) con el agregado de 2ul de
IPTG 1M y 30 pul de X-gal 0,2 % (p/v), e incubadas a 37 °C por 16 h. Se
seleccionaron las colonias de color blanco que son las que contenian la

construccion pGEM®-T Easy- exon 1.

Para obtener el sequndo exdn, pPic9: inuAK se digirié con BsrDI (65 °C,
4 h) y Notl (37 °C, 4 h), liberando el exén II, un fragmento de ADN de 1200 pb

qgue luego se purificd por electroforesis en gel de agarosa.

El plasmido pPicZaA se digirié con las enzimas Xhol (37 °C, 4 h) y NotI
(37 °C, 4 h). Se realizé una ligacién triple entre los dos exones y el vector pPicZa
A mediante la ligasa T4 (37 °C, 16 h) para generar la construccidon pPicZaA:
inUAKAPSAI. Posteriormente se transformaron por electroporacién células
competentes de E. coli TOP10F'.

Finalmente, cinco clones se analizaron para confirmar el marco abierto de
lectura utilizando primers disehados a partir del 3’A0X y 5'AO0OX que se
secuenciaron en Macrogen-Corp, Corea. Luego de verificar la secuencia, el

vector de expresion se linealizé con Bg/ll (37 °C, 4 h).

5.2.2.4.3. Transformacion en Pichia pastoris GS115 y X-33

Se utilizaron dos cepas de Pichia pastoris: GS115 que posee una mutacion

en el gen his4, ya descripta y X-33 que no presenta ninguna mutacion.

Los vectores linealizados pPicZaA: inuAKAPSAI y pPIC9 (para aportar el
gen his4) se utilizaron para transformar células competentes de Pichia pastoris
GS115 mientras que el vector linealizado pPicZaA: inuUAKAPSAIse transformo en
células competentes de Pichia pastoris X-33 genotipo wild type, fenotipo Mut*
(Invitrogen Co. Ltd., USA.) mediante electroporacién utilizando el mismo
procedimiento descripto en el inciso 5.2.2.3.3 Se utilizé como control la
transformacion de Pichia pastoris GS115 y X-33 con el vector vacio pPICZdA. Se
seleccionaron los clones de levaduras transformadas que presentaron resistencia
al antibiético mediante cultivo en placas de YPD con el agregado de 0,1 mg/ml

de zeocina (Zeocin™).
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Se confirmd la presencia del gen de exoinulinasa por PCR directa de
colonias (colony-PCR) utilizando los primers Ps y P2. Para ello se picaron cada
una de las colonias seleccionadas y se resuspendieron en 50 pl de NaOH 20 mM.
Luego se incubaron 10 minutos a 95°C. Se tomaron 5 pl para realizar una PCR

segun lo descripto en el inciso 5.2.2.2.

Los clones de Pichia pastoris seleccionados a partir de la colony-PCR se
cultivaron en matraces Erlenmeyer de 500 ml conteniendo 50 ml de YPD. Luego
de un dia de incubacién a 28 °C y 200 rpm en agitador orbital (Model 481, Forma
Scientific, USA) los cultivos se centrifugaron a 5000 x g durante 10 minutos
(Gelec, Argentina). La biomasa obtenida correspondiente a cada clon se
resuspendié en 10 ml de medio YPD mas glicerol 15 % (v/v) y conservd en

freezer a -80 °C.

5.2.2.4.5. Verificacion de la expresion de la inulinasa y
seleccion del clon
Para seleccionar el clon que produjo mayor actividad inulinasa, se
analizaron 13 clones de Pichia pastoris de X-33 y 13 clones de GS115. A partir
de los pre-indculos, se llevé adelante el procedimiento de cultivo descripto en
inciso 5.2.2.3.4

Se realizaron cultivos en matraces Erlenmeyer y se tomaron muestras a
los tiempos 0, 24 y 48 h. Se centrifugaron durante 10 minutos a 10.000 x g a 4
°C y se determind actividad inulinasa en los sobrenadantes de acuerdo a lo
descripto en el inciso 4.4. cambiando el tiempo de incubacién de la enzima con

el sustrato a 10 minutos.

5.3. Cultivo de alta densidad celular

Se utilizd un biorreactor tipo tanque agitado de 5 | de capacidad (Bioflo 3,
New Brunswick-Scientific, USA). Se realizaron cultivos con 3 | de medio BSM
0,5X, suplementados con 5 ml/l de PTM y 10 ml/I de biotina (0,2 g/I) y 0,5 ml
de antiespumante (AF 204 Sigma-Aldrich, USA). El medio de cultivo se esteriliz
en autoclave a 121°C durante 15 minutos, a excepcién de las sales traza y la

biotina que se esterilizaron previamente por filtracién.

El proceso se inici6 mediante la adicion al biorreactor de 100 ml de indéculo

crecido en medio YPD, a 28 °C y 200 rpm, por 18 h. Los parametros iniciales en
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el biorreactor fueron los siguientes: velocidad de agitacién 300 rpm, aireacidn
de 1 I/min, temperatura, 28 °C y pH de 5,0. Se utiliz6 NH4OH al 28 % como FN
y para mantener el pH constante. El oxigeno disuelto se mantuvo por encima de

30 % de saturacién mediante el ajuste automatico de la velocidad de agitacion.

El proceso se realizd en tres etapas bien diferenciadas: una de crecimiento
en batch con glicerol como FCE, seguido de una etapa de alimentacién con una
mezcla de glicerol-metanol (baja concentracion de inductor) y por ultimo la

etapa de induccién con metanol (alta concentracion).

El primer paso de este procedimiento fue un cultivo con 3 % (v/v) de
glicerol. Se tomaron muestras a tiempos irregulares hasta el consumo total de
esta FCE. Luego se comenzd la segunda etapa con alimentacion mixta de
glicerol-metanol (glicerol 43,5 v/v %, suplementado con 10 ml/I de biotina, 10

ml/l de PTM y 50 ml/I de metanol) a un caudal de alimentacién de 40 mli/h.

Una vez finalizada la alimentacion se inicid la etapa de induccién mediante
la adicion de metanol puro suplementado con 10 ml/l de PTM y 10 ml/I de biotina

a un caudal inicial de 4,8 ml/I durante 24 horas.

El oxigeno disuelto en el medio de cultivo se determind mediante un
electrodo de O: de tipo polarografico (Mettler Toledo, Suiza). Las medidas del
contenido en Oz y en CO2 de los gases de salida se realizaron mediante un
detector de tipo paramagnético y de un detector infrarrojo (Serie 1101,

Servomex, USA. y Serie 1440, Servomex, USA.), respectivamente.

Se tomaron voliumenes de 25 ml de muestra del biorreactor para las

determinaciones de biomasa, proteinas totales, actividad enzimatica y glicerol.

La determinacion de la biomasa se realizé6 midiendo el peso seco después
de centrifugar 10 ml de cultivo a 5000 x g por 10 minutos y secar en estufa a
105 °C hasta peso constante y, por otro lado, midiendo la absorbancia del medio

por turbidimetria (DOeoo nm).

Las proteinas totales se midieron utilizando el método Bradford (1976) y
la actividad enzimatica, diluida correctamente, siguiendo la técnica descripta en
el inciso 4.4. cambiando el tiempo de incubacidn de la enzima con el sustrato a
10 minutos.
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La determinacién de glicerol se determind utilizando kit colorimétrico TG
color (Wiener lab., Argentina). Se procedid, segun indicaciones del proveedor,
de la siguiente manera: 1 ml de reactivo se colocd en un tubo de ensayo, luego
se le adicionaron 10 pl de la muestra (previamente diluida), se incubd a 37 °C
durante 5 minutos y finalmente se midié absorbancia a una longitud de onda de
505 nm en lector de placa de ELISA (CytationTM 5, BioTek®, USA).

La separacion de las células de la levadura se realizd por centrifugacion a
5000 x g durante 10 minutos y a 4 °C.

5.4. Purificacion de la inulinasa recombinante

El proceso de purificacidon se realizé6 mediante el uso de un Cromatdografo
liquido de proteinas (FPLC), modelo Akta Basic de GE (General Electric Company,
USA).

Para purificar la enzima se tomaron 100 ml del sobrenadante del cultivo
de Pichia pastoris y se diluyeron cinco veces mediante el agregado de agua
desionizada, posteriormente se ajusté el pH a 3,0 con HCI 1N. De esta forma se
lograron las condiciones de conductividad y carga necesarias para que la

inulinasa pueda ser capturada en una columna de intercambio de cationes.

Se utilizé como primer paso de purificacion de la inulinasa una resina de
intercambio catidnico fuerte SP Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, USA) con
un tamafio de particula de dsov ~90 pm, utilizando una columna XK16/60 (GE

Healthcare, USA) con 20 ml de volumen de columna (VC).

El caudal de trabajo fue de 2 ml/min durante todo el proceso. La resina
se equilibré con 2 VC de buffer A (citrato de sodio 20 mM, pH 3,0). Luego de la
carga de 500 ml de la muestra en la columna, se realizdé un lavado con 3 VC de
buffer A. El producto retenido por la resina se eluyd mediante un gradiente de
20 VC de buffer B (citrato de sodio 20 mM con 0,5 M de NaCl, pH 3,0). Durante
el proceso se tomaron muestras y se midié actividad inulinasa como se indicé

en el inciso 4.4.

Se seleccionaron las fracciones que presentaron actividad inulinasa y se
procedid a un segundo paso de purificacién, donde se realizé un cambio de buffer
utilizando una resina Sephacryl G25 (GE Healthcare, USA), y una columna XK
50/30 (GE Healthcare, USA) con un VC de 500 ml en buffer de acetato de sodio
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20 mM pH 5,0 y un caudal de 20 ml/min. El siguiente paso consistido en una
cromatografia de intercambio anidnico utilizando una resina Q Sepharose HP (GE
Healthcare, USA) con un menor tamafio de particula, dsov ~34 um, para mejorar
la eficiencia de separacién. Se utilizd una columna XK 16/20 (GE Healthcare,
USA) con un VC de 10 ml y un caudal de 1 ml/min. Se eluyé con buffer de
acetato de sodio 20 mM pH 5,0 mediante el uso de un gradiente continuo de
NacCl (0-0,5 M) en 20 volumenes de columna. El volumen de muestra cargado

en la columna fue de 330 ml.

Finalmente, las fracciones que contenian actividad inulinasa se agruparon
y luego se dializaron a 4 °C durante 16 h en buffer acetato de sodio 20 mM pH
5,0. La pureza de la inulinasa asi obtenida se analizé mediante SDS-PAGE vy se
acoplé un zimograma para determinar si la enzima purificada retuvo la actividad.
Este procedimiento se realizé de acuerdo a lo descripto por Heyer & Wendenburg
(2001).

El SDS-PAGE de la preparacion final se realizd en condiciones
desnaturalizantes en un gel de poliacrilamida al 12 % (p/v) como se indico en el
inciso 5.2.23.5. Después de la electroforesis, el gel se lavo dos veces con una
soluciéon de Tritdn X-100 al 1 % (v/v) en BCP, pH 5. El gel lavado se incubd
durante 10 minutos a 37 °C en una solucién de sacarosa (BCP 1 % p/v, pH 5).
Finalmente, el gel se enjuagd con agua destilada y se sumergié en una solucién
de 2, 3, 5 cloruro de trifeniltetrazolio al 1 % (p/v) en NaOH 0,25 M. Después de
una exposicion de 10 minutos, se afiadidé acido acético al 5 % (v/v) para detener
la reaccidn. La actividad sacarolitica se visualizd como una banda roja resultante

de la reduccion del cloruro de trifeniltetrazolio.

La enzima purificada se almacend a -20 °C y se us6 para otros estudios

de caracterizacion bioquimica.

5.5. Caracterizacion de la inulinasa recombinante

Para caracterizar la proteina recombinante y compararla con la inulinasa
silvestre se evaluaron la estabilidad frente a la temperatura, frente a cambios
de pH, la influencia de cationes y el pH éptimo siguiendo las metodologias

descriptas en el inciso 4.5.
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5.5.1. Determinacion del punto isoeléctrico

Para determinacién del punto isoeléctrico (pI) se realiz6 isoelectroenfoque
(IEF), en una unidad de electroforesis Multiphor II IEF (Pharmalyte, General
Electric, USA) a 8 °C, y se prepararon geles de 5 % (p/v) de acrilamida con 2 %
de anfolitos en el rango de 3-10 (Pharmalyte, General Electric, USA). Como
buffer catddico y anddico se utilizaron soluciones de H2S04 0,1 M e NaOH 0,1 M,
respectivamente. Las muestras se focalizaron junto con marcadores de plI (Broad
Range pl Kit, General Electric, USA). Las bandas proteicas se tifieron con

Coomassie R-250 durante 2 h en agitacién para su visualizacion posterior.

5.5.2. Determinacion de parametros cinéticos Km y Vmax

Las constantes cinéticas Kv y Vmax de la enzima purificada se calcularon
ajustando los valores de actividad inulinasa determinados en un rango de 0,5 a
5 mM de inulina ajustando los valores a una regresion lineal luego de aplicar la

ecuaciéon de Lineweaver-Burk (1934).

5.6. Ensayos para aplicaciones de la inulinasa
recombinante

Para estudiar posibles aplicaciones de la inulinasa recombinante se

realizaron los siguientes ensayos:

5.6.1. Evaluacion de la actividad fructosiltransferasa

Para determinar la actividad fructosiltransferasa de la inulinasa
recombinante se incubd una solucién de sacarosa 70 % (p/v) en buffer acetato
100 mM, pH 6,0) con 100 ul de extracto enzimatico de manera de obtener una
concentracion de enzima de 10 unidades por gramo de sustrato en un volumen
final de 1 ml. Esta mezcla se incubd a 45 °C con agitacién (200 rpm) y a los 60
y 180 minutos se tomaron muestras y se las diluyé para tener una concentraciéon
menor a 1 % (p/v) de sacarosa. Luego, a cada muestra se le determind la
concentracion de fructosa, glucosa y sacarosa por HPLC, utilizando una columna
Animex HPX 87C (Biorad, USA) a 65 ©°C, aplicando una elucion (Agua-
acetonitrilo, 95 %/5 %) a un flujo de 0,2 ml/min durante 20 minutos. Las
muestras se analizaron en un HPLC con detector electroquimico (Waters
Alliance™, USA).
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5.6.2. Hidrdlisis de fructanos de agave

Para determinar la actividad inulinasa de la enzima recombinante sobre
fructanos de agave se incubaron tres soluciones de jugo de agave crudo (20, 40
y 70 % (p/v) en buffer BCP, pH 5,0). Se afiadié6 1ml de extracto enzimatico de
manera de tener una concentracion de enzima de 125 U en cada solucion de
jugo de agave en un volumen final de 10 ml y se las incubd a 50 °C. Se tomaron

muestras de 0,5 mlalas 0, 1, 3, 4 y 24 horas por triplicado.

Por otra parte, también se estudié la hidrdlisis de fructanos en dos jugos
de agave crudo obtenido de dos industrias procesadoras mexicanas, de 16 °Brix
y se comparé la actividad de la inulinasa recombinante con la producida por
células permeabilizadas de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-5088, de acuerdo
con el método protegido en la solicitud de patente MX/E/2016/014930 utilizando
una temperatura de 50 °C. Se utilizaron 125 y 250 U de actividad inulinasa para
comparar el poder hidrolitico de ambos catalizadores. A las 0, 6 y 24 h se

tomaron muestras por triplicado.

En cada reaccién se determind el porcentaje de azucares reductores con
el método de reduccién del acido 3,5-dinitrosalisilico (DNS) (Arrizon et al.,
2012). Para realizar este procedimiento se tomaron tubos conteniendo 50 pl de
sustrato y se incubaron durante 15 minutos a 50 °C. Luego se les adicioné 100
Ml del reactivo de DNS y se los incubd 5 minutos en un bafio de agua a 100 °C.
Transcurrido el tiempo, se enfriaron las mezclas en agua-hielo durante 5
minutos. Finalmente, se agregd 1ml de agua destilada y se leyd la absorbancia
a 540 nm. En el caso del blanco, los 50 pl de muestra fueron adicionados luego
de los 100 pl del reactivo de DNS. Se realizdé una curva de calibracion utilizando
como patrén glucosa 2 g/l. Una unidad de actividad enzimatica (U) se definid
como la cantidad de enzima requerida para liberar 1 pmol de azlcares

reductores por minuto bajo las condiciones de ensayo.

5.6.3. Inmovilizacion de la inulinasa recombinante

Se utilizd un stock de inulinasa recombinante purificada con una actividad
de 588 U/ml y 2575 U/mg.

5.6.3.1. Preparacion y activacion de esferas de quitosan

Se preparé una solucion de quitosan, con 85 % de grado de desacetilaciéon

(Sigma, USA) al 2 % (p/v) en acido lactico 0,25 M. Esta solucion se agitd
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continuamente por un periodo de 1 h hasta disolucién completa del quitosan vy
luego se sonicé durante 30 minutos para la eliminacidon del aire disuelto.
Posteriormente se agregd por goteo a través de una jeringa de 5 ml con aguja
de 0,7 mm de didmetro, a velocidad constante, en una solucién de NaOH 2 M.
Las esferas resultantes se dejaron en la solucién por 1 h y luego se lavaron con
agua destilada para alcanzar un pH neutro. Se almacenaron a 4 °C hasta el

momento de su activacion.

Las esferas de quitosan se incubaron a 4 °C y 150 rpm con 50 ml de
solucidn de glutaraldehido a diferentes concentraciones desde 1 a5 % (p/v) y a
diferentes intervalos de tiempo, entre 2 a 10 h. Luego de la activacion las esferas
se lavaron con agua destilada para eliminar el agente entrecruzante remanente
y se conservaron a 4 °C hasta su uso. Se evalud la influencia de la concentracién
de glutaraldehido y el tiempo de activacion en la inmovilizacién de la enzima
mediante un disefio factorial completo 22 + estrella, rotable, con 2 factores
experimentales, 1 bloque, 1 respuesta, 13 ensayos experimentales que
incluyeron 5 puntos centrales por bloque y 7 grados de libertad para el error, de

acuerdo como se indica en la tabla 13.

Tabla 13. Datos cuantitativos de los factores y la respuesta utilizados

Factores Bajo Alto Unidades Continuo

Concentracion de 1 5 % p/v Si
glutaraldehido

Tiempo activacién 2 10 h Si

El analisis estadistico se realizd con el software Statgraphics Centurion
XVIII (Stat Point Inc., USA) y Minitab® 17.1.0 (LEAD Technologies, Inc., USA).

5.6.3.2. Inmovilizacion de la enzima inulinasa

La inmovilizacion de la inulinasa en esferas de quitosan activadas se
realizé incubando 50 esferas (0,75 0,1 g) con 2 ml de enzima (55 U/ml) en
buffer BPC pH: 5,0 a 4 °C durante 16 h y 150 rpm. Luego las esferas con la
enzima inmovilizada se separaron del sobrenadante, el cual se guardd, y se

lavaron 3 veces con Buffer BCP pH 5,0 para remover la enzima que no fue
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inmovilizada. Como control se incubd la misma concentraciéon de enzima en
ausencia de esferas para determinar la desnaturalizacion de la enzima durante
la incubacion. La inmovilizacidn de la enzima (IE) se calculd como porcentaje de
inulinasa inmovilizada en la matriz con respecto a la actividad enzimatica inicial

total, de acuerdo con la siguiente ecuacion:
IE: (Uo — Us) / Uo x 100

donde Uo son unidades enzimaticas al inicio de la reacciéon y Us son unidades

enzimaticas remanentes en el sobrenadante luego del proceso de inmovilizacién.

Y el rendimiento de actividad inulinasa, se determiné a partir de la

ecuacion:
% Actividad: Ui / (Uo = Us) x 100
donde Ui son unidades enzimaticas en las esferas de quitosan.

5.6.3.3. Efecto del tiempo de inmovilizacion

Para estudiar el tiempo 6ptimo de inmovilizaciéon de la enzima, se incubd
2 ml de la enzima diluida de tal manera que la concentracion final fue de 5,5
U/ml en buffer BCP pH 5,0 con 5 esferas de quitosan activadas (0,075 g) entre
un periodo de tiempo de 2 a 16 h. Se determind el porcentaje de inulinasa

inmovilizada en la matriz y el rendimiento de actividad inulinasa.

5.6.3.4. Efecto de la carga de la enzima

Se estudio el efecto de la concentracion de enzima en la inmovilizacién,
para esto se incubaron 5 esferas de quitosan activadas (0,075 g) y diferentes
concentraciones de enzima desde 55 U a 250 U de inulinasa. Se determiné el
porcentaje de inulinasa inmovilizada en la matriz y el rendimiento de actividad
inulinasa.

5.6.3.5. Efecto del pH Optimo y termoestabilidad de la
enzima inmovilizada

La actividad enzimatica del sobrenadante, asi como de la enzima
inmovilizada se midié en las condiciones de ensayo estandar como se describid

en el inciso 4.4.

La estabilidad térmica se midié en términos de actividad residual después

de la incubacion de una determinada cantidad de enzima inmovilizada (0,075 g)
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en buffer BCP (pH 5,0) a diferentes temperaturas (37 °C, 45 °C, 55 °C vy 65 ©°C)

durante 180 minutos.

El efecto del pH 6ptimo sobre la actividad enzimatica de la enzima
inmovilizada se determiné a 37 °C en una mezcla de buffers (Tris-HCI, MES y
glicina, 20 mM cada uno), ajustados a diferentes valores de pH de 3 a 13,

variando de una unidad.

Luego de transcurrido el tiempo de incubacién, se separd la enzima
inmovilizada del buffer de incubacién y se determind la actividad inulinasa

residual en las condiciones de ensayo estandar.

5.6.3.6. Reutilizacion de la enzima inmovilizada

Se estudio la reutilizacion de la enzima inmovilizada en esferas de
quitosan. Se incubaron 0,75 g de esferas con 1 % (p/v) de inulina a pH 5,0 y
37°C durante 30 minutos. Luego las esferas se lavaron 3 veces con agua
destilada y se reutilizaron con solucidén de sustrato inicial. Este procedimiento se
repitié 12 veces y se determind la actividad residual considerando como la

actividad inicial como 100 %.
5.6.3.7. Hidrdlisis de la inulina con la inulinasa
recombinante inmovilizada
Se realiz6 hidrdlisis de inulina (20 % p/v y 50 ml) en un proceso que se

llevd a cabo a 50 °C durante 24 h con 150 U de la enzima libre e igual cantidad

de la enzima inmovilizada.

Este proceso se comparé con la hidrdlisis acida de inulina (20 % p/v y 50
ml) producida por el agregado de HCI 1N a 100 °C durante una hora. La
concentracion de azlcares reductores en el medio de reaccién se midié utilizando

la metodologia descripta en inciso 4.3.2.
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Para presentar los resultados y discusiones correspondientes obtenidos en
este trabajo de tesis doctoral en el contexto del conocimiento generado se

plantean tres capitulos:

Capitulo 1: Estudio de la produccion de inulinasas silvestres de

Aspergillus kawachii IFO 4308 en fermentaciones liquidas y

evaluacion de sus caracteristicas bioquimicas.

Contiene los resultados concernientes a la produccion enzimatica,
incluyendo la evaluacion de sustratos; de las condiciones dptimas de produccién
de la enzima y de la caracterizacion de la actividad de la enzima silvestre,

producida por Aspergillus kawachii IFO 4308.

Capitulo 2: Clonado del gen inulinasa de Aspergillus kawachii IFO
4308 en Pichia pastoris
Se presentan los resultados de los procesos de clonado obtenidos

mediante las dos estrategias planteadas para su concrecion.

Capitulo 3: Estudio de la productividad de Ila inulinasa

recombinante, inmovilizacién y posibles aplicaciones.

Se describen y discuten los resultados de los efectos del sistema de cultivo
sobre la expresion heterdloga de la inulinasa recombinante, tanto en cultivos
batch como en cultivos de alta densidad, la purificacion de la enzima y su
caracterizacién posterior y las aplicaciones de la inulinasa recombinante para la
produccién de bioinsumos. Ademds, se refieren los resultados de la
caracterizacién bioquimica de la enzima recombinante, de su inmovilizaciéon en
una matriz de quitosan y ensayos de aplicaciones como produccién de fructosa
a partir de hidrdlisis de inulina y fructanos de agave asi como la produccién de

FOS a partir de sacarosa.
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CAPITULO 1: OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA LA
PRODUCCION DE INULINASA SILVESTRE

El empleo de fuentes naturales de inulina suscitd el interés por estudiar
los tubérculos de yacdn como sustrato para el crecimiento de microorganismos

que utilizan este polisacarido para producir la enzima inulinasa.

En este trabajo de tesis doctoral se comenzé con la caracterizaciéon
fisicoquimica del yacon en la forma de extracto y bagazo obtenidos a partir del

prensado de tubérculos limpios.

Posteriormente se optimizé el medio de cultivo. El disefio de un medio
adecuado es de suma importancia debido a que la composicion influye en la
concentracion final del producto, el rendimiento y la productividad volumétrica.
Por lo tanto, detectar y optimizar cudles son los componentes que afectan esta
produccién fue la principal tarea para poder desarrollar el primer objetivo de
esta tesis. Se siguid la estrategia de optimizacion clasica de una variable a la
vez, donde cada parametro se optimizé variando su concentracion mientras que
los demas factores se mantuvieron en un nivel constante. De esta manera se
estudié el efecto de diferentes fuentes de carbono y energia individualmente o
en combinacion con yacon, fuentes de nitrégeno y se evaluaron los parametros

del proceso: concentracién de indculo, temperatura y pH inicial.

Finalmente, se escald el cultivo de matraces Erlenmeyer a un fermentador

de 5 litros y se caracterizé bioquimicamente el extracto enzimatico obtenido.
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1. Caracterizacion del extracto y bagazo de yacon

La caracterizacion preliminar del extracto y del bagazo de yacén permitid
determinar los contenidos de azUcares totales y reductores de azlUcares como se

muestra en la tabla 14.

Tabla 14. Valor de pH y composicion de aztcares totales y reductores en extracto y bagazo de yacon

Muestra pH AzGcares reductores Azlcares totales
%(g/g ms) %(g/g ms)
Extracto de  6,3+0,05 59,5 +2,25 68,0+1,46
yacon
Bagazo de 6,1+0,02 8,7+0,40 12,4+0,43
yacon

En referencia al valor de pH obtenido, otros autores reportan resultados
similares, Ferner Scher et al. (2009) informan un valor de pH de 6,09 en
tubérculos cultivados en San Pablo, Brasil y Ledur Alles et al. (2015) que
informan un valor de 6,03+0,07 en extracto de yacdn obtenido a partir de raices

cultivadas en la misma regién de Brasil.

La concentracion de azucares totales y reductores en el extracto de yacén
son comparables con los obtenidos por Ferner Scher et al, (2009) quienes
reportaron 70,56 % (g/g ms) de azucares totales y 49,16 % (g/g ms) de
azucares reductores, sin embargo, resulta una dificultad comparar los azlcares
presentes en los tubérculos de yacén debido a los diversos factores que influyen
en su contenido como zona de siembra, época de cosecha y método de

almacenamiento poscosecha (Ledur Alles et al., 2015).

2. Ensayo cualitativo de la produccion de inulinasa

Al inicio del trabajo, se realizé una observacidon microscépica del hongo
filamentoso, a partir del crecimiento en APD. Las imagenes se muestran en la

figura 16.
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Figura 16. Imagen macroscopica del crecimiento de Aspergillus kawachii en medio APD e imdgenes obtenidas de la
observacion microscépica con objetivo de 10X y 40X

Se observaron hifas septadas y conidiéforos con extremos terminales

ensanchados, que se corresponden con el género Aspergillus.

Posteriormente se estudid la produccién de inulinasa extracelular en

cultivo en placa en medio APD con el agregado de inulina.

La cepa de Aspergillus kawachii IFO 4308 fue capaz de crecer en el medio
conteniendo inulina y producir una zona de color rojo alrededor de la colonia
producto de la liberacibn de azUcares reductores y la formacién de
trifenilformazan, compuesto insoluble de color rojo, como se muestra en la figura
17. Se utiliz6 como patréon una cepa de Penicillium lilacinum LPS 876 no

productora de inulinasa.

Aspergillus kowochii IFO 4308 Penicillum lilocinum LPS 876

Figura 17. Imagen de actividad inulinasa en placa de medio APD mds inulina

3. Evaluacion de las condiciones de crecimiento de
Aspergillus kawachii IFO 4308 en medio liquido

3.1. Efecto de las FCE

Después de comprobar que la cepa de Aspergillus kawachii fue capaz de
crecer en medio con inulina, se estudiaron los efectos de diferentes FCE en la
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produccién de inulinasa en cultivos sumergidos diferentes azucares, incluyendo
glucosa, fructosa, sacarosa e inulina de grado alimenticio, bagazo y extracto de

yacon.

Aspergillus kawachii IFO 4308 crecié en todos los medios de cultivo con
las FCE probadas, en forma de pequenos pellets de, aproximadamente, 1-2 mm

de didmetro.

Como se muestra en la figura 18 la mayor produccidon de inulinasa se
obtuvo en el medio de cultivo con extracto de yacén (35,0+0,7 mU/ml) y con
inulina pura (19,6%x1,7 muU/ml).
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Figura 18. Efecto de la actividad inulinasa en medios de cultivo con diferentes fuentes de carbono y energia

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0,05). Las barras de error representan el desvio
estdndar calculado de dos experimentos.

El uso de bagazo de yacdén dio como resultado valores menores de
actividad enzimatica, probablemente debido a los bajos niveles restantes de FCE
en este medio de cultivo. La actividad inulinasa fue mucho menor en los medios
con fructosa, glucosa y sacarosa, donde no se observd diferencia significativa

(p<0,05) al aplicar el Test de Tukey.

Estos resultados sugieren que la presencia de inulina en los medios de
cultivo actué como inductor para la sintesis de inulinasa. Se han obtenido
resultados muy interesantes para la produccién de inulinasa con sustratos

complejos de desechos agroindustriales o extractos vegetales. Entre estos
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materiales vegetales, la dalia, la alcachofa de Jerusalén, el ajo y otros han sido
citados en la literatura (Trivedi et al., 2012). Resultados similares a los obtenidos
en este trabajo fueron reportados por Singh et al. (2007) inoculando
Kluyveromyces marxianus YS-1 en diferentes medios de cultivo que contenian
azucares. Por otra parte, otros autores también informaron una mayor
produccién de inulinasa para Aspergillus niger utilizando extractos de raiz de
diente de ledn como fuente de carbono en comparacion con la inulina de

achicoria pura (Kango, 2008).

La busqueda de sustratos naturales como FCE para la produccién
enzimatica es permanente desde hace muchisimos afos, trabajos recientes
informan el estudio de diferentes FCE inoculando una cepa de Aspergillus niger
A-42 y concluyen que la melaza de remolacha azucarera y el extracto de
algarroba son promisorias para la produccién de la enzima inulinasa (Germec &
Turhan, 2019).

El extracto de yacdn, que resultd ser el mejor sustrato para la produccién
de inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308, es una fuente de carbono
econdmica y facil de obtener, lo que puede ser un producto atractivo para la
fermentacién a gran escala, ya que la inulina pura tiene un costo muy alto para

este tipo de procesos (Das et al., 2019).

3.1.1. Evaluacion de la concentracion dptima de extracto
de yacon
Se determiné la concentracidén 6ptima de extracto de yacdn evaluando la
actividad inulinasa. Se observd un aumento progresivo de la produccién de esta
enzima desde 0,2 hasta 0,7 % (p/v) de azlcares totales. La maxima produccion
enzimatica fue de 44,8+1,6 mU/ml. Al agregar mayor cantidad del extracto se
observé disminucién de la produccion de la enzima, como se muestra en la figura
19.

Se ha establecido que el incremento de concentracion de sustrato puede
llevar a una represidon catabdlica disminuyendo la actividad enzimatica, esto
podria explicar el comportamiento observado en este estudio. Estos resultados
son coincidentes con los reportados por Saber & EI-Naggar (2009) que
estudiaron la optimizacion de las condiciones de fermentacion para la biosintesis
de inulinasa de Aspergillus tamarii y encontraron que la produccién de la enzima

se incrementa con el aumento de la concentracién de la FCE, llegando a 25,7
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U/ml en presencia de tubérculos de alcachofa y 31,0 U/ml en tubérculos de dalia,

con posterior decrecimiento de

concentraciones de sustrato.
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Figura 19. Concentracion optima de yacon para la produccion de inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0,05) en el test de Tukey. Las barras de error
representan el desvio estandar calculado de dos experimentos.

3.1.2. Efecto de las FCE combinadas con extracto de yacon

Las diferentes fuentes de carbono se estudiaron individualmente y en

combinacion con extracto de yacén para determinar su efecto sobre produccion

de inulinasa. Los resultados se muestran en la figura 20.

Actividad inulinasa {mU/ml)

Tiempo (h)

100

120

Figura 20. Evaluacion de la produccidn de inulinasa en FCE combinadas con extracto de yacon.

Glucosa 1% ( -+-), glucosa 1 % + yacén (0,7 %) (—), fructosa 1 % (-¥— ), fructosa 1% + yacén 0,7 % (-=

(-®), sacarosa 1% +yac6n 0,7 % (= ).

Las barras de error representan el desvio estandar calculado de dos experimentos.

), sacarosa 1 %
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Individualmente, todas las fuentes de carbono sin el inductor no
estimularon la produccién de inulinasa, mas alla de un nivel basal, mientras que
las mismas fuentes de carbono en combinacidn con extracto de yacéon mostraron

un aumento significativo en la produccién de inulinasa.

A partir de estos resultados se puede deducir que la inulinasa de
Aspergillus kawachii IFO 4308 es una enzima inducible, y que la inulina o los
fructanos presentes en el extracto de yacon actian como inductores especificos.
Singh y Chauhan, (2017) encontraron un comportamiento similar al estudiar la
produccion de una inulinasa de Penicillium oxalicum BGPUP-4 como FCE y como
inductor en la fermentacién. Estos investigadores estudiaron el efecto de la
lactosa, glucosa, maltosa, fructosa y sacarosa por separado y en combinacién
con inulina y pudieron determinar que aumentd la actividad inulinasa en

presencia del inductor.

3.2. Efecto de las FN

Para evaluar la FN que genera mayor produccién de inulinasa en
Aspergillus kawachii IFO 4308, con la concentracion de extracto de yacon mas
adecuada, varias fuentes de nitrogeno tanto organicas como inorganicas se
incorporaron individualmente al medio basal con el mismo contenido equivalente
de nitrégeno. Los resultados se muestran en la figura 21.
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Figura 21. Efecto de diferentes FN en la produccion de inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308

NaNOs (0,2 %), NH4H,PO4 (0,2 %), (NH4)2S04 (0,2 %), extracto de levadura (0,2 %), CO (NH),2 (0,2 %) y triptona (0,2 %).
Medias con distintas letras indican que son significativamente diferentes (p<0,05) en el test de Tukey.
Las barras de error representan el desvio estandar calculado de dos experimentos.
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Los resultados obtenidos revelan que las fuentes de nitrégeno organicas
como extracto de levadura y triptona incrementaron la produccion de inulinasa.
Varios autores han reportado al extracto de levadura como fuente para la
produccién de esta enzima a partir de diferentes microorganismos: Kango,
(2008) lo utiliz6 como Unica FN en el crecimiento de Aspergillus niger NK 126,
Wang et al. (2003) reportaron que 2 % de extracto de levadura y 0,5 % de
NH4H2PO4 fueron las condiciones de fermentacion éptimas para la produccién
de endo y exo inulinasa de Aspergillus ficuum NJSP5-06, Skowronek & Fiedurek
(2004) informaron que 2 % de extracto de levadura y 0,2 % de NaNOs fueron
las FN 6ptimas para la produccion de inulinasa a partir de Aspergillus niger
13/36, Ilgin et al. (2019) optimizaron un medio de cultivo para Aspergillus niger
y encontraron que 1% de extracto de levadura y 5 % de extracto de algarroba

resultaron las concentraciones 6ptimas para la produccién de una exoinulinasa.

En este estudio se selecciond como FN al extracto de levadura, si bien se
conoce que al ser un sustrato complejo provee C, energia, factores de
crecimiento, entre otros, para la produccion de inulinasa por Aspergillus kawachii
IFO 4308.

3.2.1. Evaluaciéon de la concentracion optima de extracto
de levadura

Se determind la concentracion oOptima de extracto de levadura a
incorporar en el medio de cultivo evaluando la actividad inulinasa. Los resultados

se presentan en la figura 22.
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Figura 22. Concentracion éptima de extracto de levadura

Medias con distintas letras indican que son significativamente diferentes (p<0,05) mediante test de Tukey.
Las barras de error representan el desvio estandar calculado de dos experimentos.
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La concentraciéon optima de esta FN que produjo mayor actividad inulinasa
fue 0,3 % (p/v). Al aumentar la concentracién se observé una disminucién en la
produccidén enzimatica que podria deberse a la naturaleza compleja de esta FN
ya que alguno de sus constituyentes, en concentraciones mas altas, podrian

tener efectos toxicos sobre la produccion de la enzima (Singh et al., 2006).

3.3. Efecto de la temperatura y el pH

Se estudiaron tres temperaturas de incubacidn para el cultivo de
Aspergillus kawachii IFO 4308: 20, 28 y 37 °C en medio base suplementado con
extracto de yacon en concentraciéon de 0,7 % p/v de azlUcares totales. Los

resultados se muestran en la tabla 15.

Tabla 15. Actividad inulinasa a diferentes temperaturas

Temperatura Act. inulinasa
(°C) (muU/ml)
20 24,1 £ 0,3°
28 45,0 + 0,2°¢
37 6,3 £ 0,5°

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0,05) mediante test de Tukey.
Los desvios estandar se calcularon a partir de los resultados de dos experimentos.
La temperatura de fermentacion es un factor esencial ya que tiene efecto

significativo en la activacidon enzimatica.

En las temperaturas estudiadas, tanto a 20 como a 37 °C el crecimiento
del hongo y la actividad enzimatica producida fue escasa, y 28 °C resultod ser la
temperatura mas adecuada para produccidn de mayor actividad inulinasa.
Temperaturas mas altas inhiben el crecimiento del hongo y la produccion de la
enzima. Esto podria deberse a modificaciones en el transporte de solutos y

moléculas en la membrana plasmatica (Magadum y Yadav, 2018).

Diferentes temperaturas han sido reportadas para la produccién de
inulinasas de Aspergillus spp., pero la mayoria de las investigaciones informan
valores entre 28 y 30 °C (Singh et al., 2018).

Para evaluar el efecto del pH inicial se estudid la produccion enzimatica a
seis diferentes valores de pH. Se consideré como control el pH= 5 del medio
base. Los resultados se muestran en la tabla 16.
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Tabla 16. Actividad inulinasa a diferentes valores de pH

pH Actividad inulinasa
(mU/ml)
3,5 88,15+ 0,507
4,0 83,07+ 0,352
4,5 48,23+ 0,78°
5,0 45,12+ 0,62°
6,0 18,34+ 0,68¢
7,0 12,36+ 1,50¢

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0,05) mediante test de Tukey.
Los desvios estandar se calcularon a partir de los resultados de dos experimentos.

Se observd que, en el rango de pH estudiado el hongo fue capaz de
producir la enzima, con un maximo a pH inicial de 3,5-4,0 donde la produccién
enzimatica se duplicé con respecto al medio de cultivo control de pH 5. Este pH
fue el utilizado en un medio de cultivo con extracto de yacén para la produccion
de inulinasa por K. marxianus por Cazetta et al. (2004). Sin embargo otros
investigadores han reportado que el pH inicial éptimo para la produccién de la
enzima por Aspergillus spp. estd entre 5,0 y 6,5 (Magadum y Yadav, 2018;
Germec et al., 2020).

Los resultados de este estudio indican que la cepa de Aspergillus kawachii
IFO 4308 fue capaz de producir actividad enzimatica en medio acido. La
capacidad de esta cepa de crecer a pH bajo es importante para evitar
contaminaciones exdgenas durante el cultivo.
3.4. Efecto del tamainio del inéculo en la produccion
enzimatica
El efecto de la concentracién de indculo presente en el medio sobre la
produccién de inulinasa se llevd a cabo ensayando tres concentraciones de 0,1;
1y 10 % de un indculo inicial de 8 log esporas/ml. Estas concentraciones se
seleccionaron teniendo en cuenta que un alto tamafio de indculo podria
aumentar la viscosidad del medio de fermentacién al exceso de crecimiento del
hongo filamentoso, lo que provocaria un desequilibrio nutricional en el medio o
podria consumir los nutrientes antes de que estén fisiolégicamente listos para
comenzar la produccion de enzimas (Singh et al., 2007) y un inéculo muy diluido

podria generar una biomasa fungica insuficiente y una produccién enzimatica no
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detectable. En la tabla 17 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 17. Actividad inulinasa a diferentes concentraciones de indculos

Conc. del inéculo Actividad inulinasa
(% esporas/v) (mU/ml)
0,1 41,0+0,2
1,0 44,2+0,6
10,0 46,5 +2,5

Los desvios estandar se calcularon a partir de los resultados de dos experimentos.

El tamafio del indculo juega un papel importante en el proceso de
fermentacién dado que la produccion enzimatica depende del acceso a una
cantidad suficiente de nutrientes y oxigeno. Se han informado diferentes
tamanos optimos de indculo para la produccién de inulinasa, por ejemplo: 1 %
para Aspergillus niveus Blochwitz 4128 URM (Souza-Motta et al., 2005), 2 %
para Aspergillus niger (Skowronek & Fiedurek, 2004) y 5 % para Aspergillus
tamarii (Saber & El-Naggar, 2009). Sin embargo, a las diferentes
concentraciones de inoculo utilizadas en este estudio no se encontraron
diferencias significativas (p<0,05) al aplicar el test de Tukey en los resultados
obtenidos de produccién de inulinasa. Se continué trabajando con la
concentracion inicial de 6 log esporas/ml.

3.5. Cultivo en matraces Erlenmeyer en Ilas
condiciones mejoradas

Después de analizar los pardmetros que afectan la produccién de inulinasa
se llevé a cabo un cultivo de Aspergillus kawachii IFO 4308 para estudiar el

efecto sinérgico de los pardmetros seleccionados.

Los resultados obtenidos permitieron el disefio de un medio que contenia
extracto de yacdén con una concentracién de 0,7 % de azucares totales, extracto
de levadura 0,3 %, K:HPOs4 0,1 %, KCl, 0,05 %, MgS047H20 0,05 %,
FeS04-6H20 0,001 %. El pH del medio se llevd a 3,5; el tamano del inéculo fue
1 % (6 log esporas/ml del hongo filamentoso) y la temperatura de cultivo fue
28 OC por 96 h.

A intervalos regulares se midié la actividad enzimatica, azlcares totales,

biomasa producida y pH del cultivo. Los resultados se presentan en la figura 23.
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Figura 23. Perfil de cultivo de Aspergillus kawachii IFO 4308 en matraces Erlenmeyer en condiciones mejoradas por
metodologia de una variable a la vez

Azlcares totales ( ® ), biomasa (@ ), pH ( @ ), actividad inulinasa (e )
Las barras de error representan el desvio estandar calculado de dos experimentos.

La concentracidon de biomasa aumento hasta las 72 horas de cultivo donde
se produjo la maxima actividad inulinasa (92,3+0,5 mU/ml). Posteriormente se
produjo una fase estacionaria y la actividad enzimatica comenzé a declinar
posiblemente debido a la disminucién de la disponibilidad de nutrientes en el
medio de cultivo y la inestabilidad de la enzima a 30 °C y en agitacion
prolongada. A las 48 h alrededor del 80 % de los azucares reductores iniciales
habian sido consumidos. Estos resultados son similares a los obtenidos por
Kumar et al. (2005), Saber & El Naggar (2009), Ilgin et al., (2019).

Durante el cultivo el pH del medio se incremento de 3,5 a 8 y el aumento

se asocio con la asimilacion de la fuente de nitrégeno.

Bajo las condiciones mejoradas se logré duplicar la actividad inulinasa de
Aspergillus kawachii IFO 4308 con respecto a la produccién enzimatica en el
medio base que fue de 44,8+1,6 mU/ml, alcanzado un valor de 92,3+0,05
mU/ml y una productividad de 1,28 U/I/h.

3.6. Cultivo en biorreactor en las condiciones
mejoradas

Los cultivos de Aspergillus kawachii IFO 4308 se llevaron a cabo en un

biorreactor (LH 210, Inceltech, Francia) de 5 | de capacidad, en 4 | de medio de
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cultivo detallado en el inciso anterior.

A intervalos regulares se tomaron muestras para evaluar los mismos
parametros que se midieron en el cultivo en matraces Erlenmeyer. La evolucién
de la produccién enzimatica, la produccion de biomasa, el consumo de azlcares

totales y los cambios de pH pueden observarse en la figura 24.
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Figura 24. Perfil de cultivo de Aspergillus kawachii IFO 4308 en biorreactor en condiciones éptimas por la metodologia de
una variable a la vez

Azlcares totales (@ ), biomasa (e ), pH ( © ), actividad inulinasa (e )
Las barras de error representan el desvio estandar calculado de dos experimentos.

El crecimiento del hongo filamentoso aumentd hasta las 48 horas de
cultivo alcanzado una concentracion de biomasa de 4,57+0,1 g/l. Esto coincidio
con la produccion de maxima actividad inulinasa (124,1+2,1 muU/ml).
Posteriormente se produjo una fase estacionaria y la actividad enzimatica
comenzd a disminuir. La actividad inulinasa comenzé a detectarse cuando la

concentracion de azlcares reductores habia disminuido en un 70 %.

Durante el cultivo el pH del medio se incrementé de 3,5 a 7,9 de manera
similar a lo ocurrido en el cultivo en matraz Erlenmeyer. En la figura 25 se
comparan los valores obtenidos de actividad inulinasa en diferentes escalas de

cultivo.
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Figura 25. Perfil de actividad inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308 en diferentes escalas de cultivo

Escalas de cultivo (®) en matraz Erlenmeyer (®) en biorreactor
Las barras de error representan el desvio estandar calculado de dos experimentos.

Se obtuvo un aumento significativo en la actividad maxima de inulinasa
en el biorreactor (124,1+2,1 mU/ml) comparado con la actividad alcanzada en
matraz Erlenmeyer (92,3+0,5 mU/ml). También se comprobd un aumento en la
productividad que fue de 2,58 U/I/h. La distribucion uniforme de los
componentes del medio producto de la agitacién y una mayor transferencia de
02 podrian atribuirse a los incrementos producidos en la escala de biorreactor.
Resultados similares fueron obtenidos por Singh et al. (2007) en la optimizacién
del medio para la produccion de inulinasa de Kluyveromyces marxianus YS-1
quienes informaron un aumento de 30,8 U/ml en matraces Erlenmeyer a 45,7

U/ml en cultivo en biorreactor.

4. Caracterizacion bioquimica del extracto enzimatico

La mayoria de las enzimas industriales utilizadas actualmente son de
accion hidrolitica y se emplean para degradar varias sustancias naturales.
Cuando se plantea la utilizacion de una o varias enzimas en un proceso industrial
dado, la estabilidad es un factor importante para tener en cuenta. La
temperatura y el pH en el que se lleva a cabo el proceso, asi como la presencia

de iones metalicos tienden a afectar la actividad y estabilidad del biocatalizador.

Con la finalidad de caracterizar bioquimicamente el extracto enzimatico

obtenido en biorreactor se estudid la estabilidad frente al pH, la temperatura y
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agentes termoestabilizantes, el pH optimo y la accion de los iones metalicos

sobre la actividad y el modo de accion catalitica de la enzima.

4.1. Efecto del pH y la temperatura

Como se menciond anteriormente, es sustancial conocer la estabilidad de
la enzima frente a diferentes valores de pH, no solo para establecer la condicién
adecuada para que la enzima actle sobre un determinado sustrato, sino que
ademas tiene que encontrarse activa en las condiciones de pH necesarias para

llevar a cabo el proceso en el que interviene.

El extracto crudo de Aspergillus kawachii IFO 4308 se caracteriz6 en

términos de su estabilidad frente a pH y los resultados se presentan en la figura
26.
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Figura 26. Estabilidad de la inulinasa de Aspergillus kawachii frente a diferentes valores de pH

Las barras de error representan el desvio estandar calculado de tres experimentos.

El grafico muestra que la enzima es altamente estable a valores de pH
que van de 3,0 a 9,0, donde retiene aproximadamente el 100 % de su actividad

residual. A pH 10, el 60 % y superiores a este valor, menor al 20 %.

Para evaluar la estabilidad frente a diferentes temperaturas, el extracto
enzimatico se incubd en un rango de 37 a 65 °C. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 26.
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Figura 27. Estabilidad de la enzima inulinasa frente a diferentes temperaturas

37°C(e),45°C(V),55°C(e),65°C( )
Las barras de error representan el desvio estandar calculado de dos experimentos

Esta enzima resulté termoestable durante 180 minutos en una amplitud
térmica de 37 a 55 °C, mientras que retuvo tan solo un 20 % de actividad

enzimatica luego de incubacién a 65 °C por 180 minutos.

La inactivacién térmica de esta enzima a esta ultima temperatura se
ajustd satisfactoriamente a una cinética de primer orden con una vida media

calculada en 75 minutos y un valor de Kq 0,009 minutos™.

La estabilidad de las enzimas frente a la temperatura suele considerarse
el factor critico mas importante para la aplicacion industrial de produccién de
fructosa o FOS a partir de inulina, ya que elevadas temperaturas aseguran
adecuada solubilidad del sustrato y se previene la contaminacion microbiana que

ocurre a temperatura ambiente.

La mayoria de los estudios realizados sobre inulinasas de Aspergillus sp.
indican que son enzimas termoestables: Singh & Gill, (2006) caracterizaron una
inulinasa de Aspergillus niger que retiene la actividad del 60-65 % después de 2
horas a 65 °C; Gupta et al. (1998) estudiaron una inulinasa extracelular de
Aspergillus oryzae que mostrd una estabilidad notable al calor, perdiendo el 41
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y el 32 % de su actividad después de 2 h a 90 °C y 100 °C, respectivamente;
Ettalibi & Baratti (1990) reportaron que dos inulinasas de Aspergillus ficuum
presentaban estabilidad térmica, una con una actividad del 74 % luego de 6 h a
60 °C y los otros con 22 % luego de 6 h a 70°C, entre otros. Estos reportes

avalan los resultados obtenidos en este estudio.

4.2. Estudio del pH optimo

Los valores de pH 6ptimos reportados para diferentes inulinasas de
hongos filamentosos y levaduras varian, en general, en un rango entre 4,5y 6
(Pandey et al., 1999; Singh et al., 2007; Gong et al., 2008; Sheng et al., 2008).
Teniendo en cuenta el pH del crecimiento de Aspergillus kawachii se planted este
analisis en un rango de valores pH de 2 a 11. Los resultados obtenidos al estudiar

la actividad de la enzima a diferentes valores de pH se muestran en la figura 28.
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Figura 28. Actividad de la enzima inulinasa a diferentes valores de pH

Las barras de error representan el desvio estandar calculado de dos experimentos.

Se desprende de estos estudios que la inulinasa de Aspergillus kawachii
IFO 4308 exhibe actividad 6ptima a pH 3 con inulina como sustrato, condicion
que es diferente de las reportadas previamente para otras inulinasas. A modo
de ejemplo se citan: Laowklom et al. (2012) quienes reportaron un pH de 6 para
una inulinasa de Streptomyces spp. CP 01 y Mohamed et al. (2015) que
publicaron para dos inulinasa de Rhizopus oligosporus NRRL 2710 un pH éptimo

de 5. Aspergillus kawachii se caracteriza por expresar enzimas hidroliticas con
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pHs optimos acidos. Esta caracteristica hace que este biocatalizador sea
interesante para la aplicacion industrial en medios acidos dado que evitaria el

crecimiento de microorganismos contaminantes.

4.3. Efecto de los iones metalicos sobre la estabilidad
de la inulinasa
Se ensayd el efecto de varios cationes sobre la actividad inulinasa,
partiendo de la existencia de estudios en los que se reporta tanto la estimulacion
como la inhibiciéon de la actividad fungica y bacteriana por iones metalicos
(Sharma et al., 2006, Singh et al., 2007, Sheng et al., 2008, entre otros).

En la figura 29 se indica el efecto de producido por K*, Ca?*, Hg?*, Mn*2,

Zn** e Fe3* sobre la actividad inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308.
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Figura 29. Efecto de los iones metdlicos sobre la actividad de la inulinasa

Medias con distintas letras indican que son significativamente diferentes (p<0,05) en el Test de Tukey. Las barras de
error representan el desvio estandar calculado de dos experimentos.

Puede observarse que la inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308 fue
parcialmente inhibida por K*, Ca2*, Hg?*, Mn?*, Zn?*y Fe3* en concentraciones
de 1 mM. Todos iones ensayados presentaron diferencias significativas (p< 0,05)

con el control (extracto crudo) y el Hg?* fue el que presenté mayor inhibicion.

Estos resultados difieren de los observados anteriormente para otras

inulinasas microbianas. Por ejemplo, Sharma et al., (2006) y Sheng et al.,
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(2008) trabajando con Streptomyces spp. Yy Cryptococcus aureus,
respectivamente, informaron la estimulacion de la actividad inulinasa por K,
Na*, Fe?*, Cu?* y Ca?* y la inhibicion completa por Hg?*. Estos autores plantean
gue el fuerte efecto inhibidor observado con Hg?* sugiere que algun grupo -SH
en la proteina podria ser esencial para la actividad. Sin embargo, Gupta et al.,
(1998) reportaron que aislaron una inulinasa extracelular de Aspergillus oryzae

cuya actividad hidrolitica sobre inulina mejoré en presencia de iones Hg?*.

Los iones Ca?* y Zn?* fueron reportados como inhibidores de inulinasa de
Kluyveromyces marxianus YS-1 (Singh et al., 2007), Zn?*, Fe3*y Mn*2 mostraron
efectos inhibitorios sobre inulinasa de Rhizoctonia solani (Ertan et al., 2005) y

también Zn?*y Fe3* en inulinasa de Aspergillus fumigatus (Gill et al., 2004).

Los resultados obtenidos en este estudio indican que no es necesaria la

suplementacion de la mezcla de reaccién enzimatica con estos iones.

4.4. Efecto de agentes estabilizantes en Ia

produccion enzimatica
Se afiadieron al extracto crudo termoestabilizantes tales como glicerol,
propilenglicol y manitol. La evaluacién de la actividad inulinasa residual se

muestra en la figura 30.
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Figura 30. Estabilidad de la inulinasa a 65 °C y frente a agentes estabilizantes

65 °C (®), 65 °C +propilenglicol (e), 65 °C +glicerol (V) y 65 °C +sorbitol ().
Las barras de error representan el desvio estandar calculado de dos experimentos.
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Puede observarse como la presencia del glicerol al 10 % en la muestra,
tuvo un efecto protector significativo durante el tiempo estudiado (180 minutos)
comparado con las muestras control y con agregado de propilenglicol y sorbitol
a la misma temperatura, manteniendo el 80 % de la actividad inulinasa residual.
Por otra parte, se puede afirmar que para esta enzima no hay cambios
significativos en la vida media en presencia de propilenglicol al 10 %,
manteniendo un 20 % de actividad residual, mientras que en presencia de
sorbitol la vida media de la enzima disminuyé significativamente y solo retuvo

el 15 % de actividad inicial.

Los resultados obtenidos de vida media de la enzima y kd se muestran en
la tabla 18.

Tabla 18.Vida media y Kd de la inulinasa de Aspergillus kawachii en presencia de termoestabilizantes

Vida media (minutos) kd (minutos™)
Control 75,3 0,0092+0,0005?
Propilenglicol 77,0 0,0090+0,0001°
Sorbitol 59,0 0,0116+0,0006°

Los datos corresponden a dos determinaciones con sus respectivos DS. Medias con una letra comun no son
significativamente diferentes (p<0,05) para el Test de Tukey.

Estos resultados sugieren que la termoestabilidad de esta enzima resulta
mayor con el agregado de un agente estabilizante, por lo que se presenta como

alternativa adecuada para su aplicacién.

4.5. Modo de accion de la enzima en la hidrolisis de
inulina
Para clasificar el modo de accidon de la enzima como exo o endoinulinasa
se analizaron los productos de hidrdlisis de la inulina por cromatografia en capa

fina. Los resultados se muestran en la figura 31.

Como se puede observar, en los primeros tiempos de reaccién (1 y 2 h)
se encontraron fructosa y restos de sacarosa, producto de la hidrélisis parcial de

inulina, posteriormente (3 a 6 h) se encontré fructosa como Unico producto, lo
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gue indica que esta enzima muestra un patrén caracteristico de hidrdlisis de
inulina mediante una exo-actividad. Esta caracteristica determina su potencial
tecnoldgico en la industria alimenticia para la hidrdlisis de fructanos y produccién

de jarabe de fructosa.

Figura 31. Cromatograma de los productos de hidrdlisis de inulina

Calle 1: estandar de inulina, Calle 2: estandar de sacarosa, Calle 3: estandar de fructosa, Calle 4-9: productos de hidrdlisis
de inulina en tiempos de reaccion de 1 a 6 h, Calle 4: 1 h, Calle 5: 2 h, Calle 6: 3 h, Calle 7: 4 h, Calle 8: 5 h, Calle 9: 6 h.

Conclusiones del capitulo

Aspergillus kawachii IFO 4308 fue capaz de producir una inulinasa
utilizando extracto de yacén como fuente de carbono y energia, lo que resulta
interesante para disminuir costos de produccién de componentes del medio de
cultivo y de esta manera poder establecer un bioproceso rentable tanto desde el
punto de vista econdmico como ambiental. Por otra parte, su utilizacion
permitira la valorizacion de esta raiz andina y el desarrollo de la economia

regional.

Se logré mejorar el medio de cultivo mediante el estudio de una variable
a la vez y se estudid la produccién enzimatica actividad tanto en cultivo en
matraz Erlenmeyer como en biorreactor donde se obtuvo un incremento de la
actividad inulinasa y de la productividad debido a las mejores condiciones de

cultivo.

El extracto enzimatico obtenido se caracterizd como exoinulinasa estable

frente a amplio rango de valores de pH con un éptimo de 3, termoestable hasta
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65 °C, caracteristica que pudo mejorarse con el agregado de glicerol.

Por otra parte, los resultados indican que esta enzima no requiere de la
presencia de cationes divalentes para catalizar la hidrdlisis de su sustrato, y que

es completamente inhibida por Hg?*.

Estas caracteristicas plantearon la continuidad de los estudios, sin
embargo, la baja productividad enzimatica en el cultivo llevé a plantear la
necesidad del realizar el clonado del gen en un sistema de expresidon
heterdlogo para hacer este proceso mas adecuado para sus potenciales

aplicaciones.
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CAPITULO 2. CLONADO DEL GEN INULINASA DE ASPERGILLUS
KAWACHII IFO 4308 EN PICHIA PASTORIS

La enzima inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308 estudiada presento
importantes caracteristicas bioquimicas, pero se comprobé que este hongo
filamentoso la produce en cantidades minimas, lo que limita la posibilidad de su

aplicacion.

En la actualidad la produccion de enzimas por expresidon en sistemas
recombinantes es una alternativa atractiva para la obtencién de altas cantidades
requeridas en la industria. Por otra parte, el sistema de expresidon de Pichia
pastoris ha mostrado gran eficiencia en la produccion de enzimas, ademas de la
disponibilidad en el mercado vectores de expresién para adaptarlos a las

necesidades de produccion de proteinas.

A partir de la bibliografia se decidid plantear tres estrategias de clonado
de la inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308, una a partir de ARN mensajero
y dos a partir de ADN utilizando dos vectores de expresion pPIC9 y pPICZaA que
contienen un promotor inducible para el control de la expresion del gen de la

proteina heterdloga.

Se estudid la produccién de la enzima inulinasa de Aspergillus kawachii

IFO 4308 expresada en dos cepas Pichia pastoris GS115 y X-33.
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1. Busqueda bioinformatica

Se comenzé con la busqueda de la secuencia del gen inulinasa en la base
de datos UNIPROT (http://www.uniprot.org) para poder disefar la estrategia de

clonado a partir del conocimiento de la proteina.

Se encontré una sola secuencia que corresponde con una exoinulinasa,
inferida por homologia. Esta secuencia contiene informacion que codifica una
de 59,63 KDa, un pl de 4,97
(http://www.ExPASy.org), y se determinaron ocho potenciales sitios de N-
glicosilacién: 49, 67, 111, 112, 254, 300, 398, and 430 (http://
www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).

proteina de 518 aa. El PM tedrico,

En la figura 32 se muestra la secuencia aminoacidica de la inulinasa de

Aspergillus kawachii IFO 4308 obtenida de la base de datos mencionada.
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Figura 32. Secuencia aminoacidica de la secuencia de la inulinasa Aspergillus kawachii IFO 4308

111



RESULTADOS Y DISCUSION: CAPITULO 2

Se encontrd la presencia de un péptido senal de 19 aa y la localizacién del
sitio de clivaje entre los aminoacidos 19 y 20 con una probabilidad de certeza

de 0,93 utilizando el programa SignalP-5.0 server

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), como se muestra en la figura 33.

Probabilidad
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fecuencia proteinica

Figura 33. Localizacidn del sitio de clivaje del péptido sefial en la secuencia del gen inulinasa de Aspergillus kawachii IFO
4308

En la figura 34 se muestra un esquema del gen que codifica para la enzima

obtenido a partir del programa Snapgene (http://www.snapgene.com)

by paial iy

lineilinaia AK
672 8o

Figura 34. Esquema del gen que codifica para la enzima inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308

En el esquema se observa un péptido sefial de 57 pb, dos exones, uno de
336 pb y otro 1221 pb y un intrén de 58 pb.

Dado que los vectores de expresidon de Pichia pastoris contienen el péptido
sefial a de S. cereviciae se considerd conveniente, a partir de esta informacién,

realizar el clivaje del péptido presente en el gen de inulinasa.

Debido a la presencia de un intron en el gen se plantearon diferentes
estrategias de clonado, una a partir de ARN mensajero que permitiria obtener el
ADNc del gen (sin intrén) y en caso de no tener resultados favorables proceder
al clonado a partir de ADN eliminando el intrén in vitro.
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Otros investigadores han planteado estrategias similares para realizar el

clonado del gen inulinasa y han sido reportados por Liu et al. (2013).

1.1. Estrategia de clonado a partir de ARN
1.1.1. Extraccion de ARN total

El ARN de Aspergillus kawachii IFO 4308 se extrajo a diferentes tiempos:
24,48 y 72 h y a partir de un cultivo del hongo filamentoso en medio de cultivo

con las condiciones mejoradas.

Las muestras se visualizaron en un gel de agarosa para analizar la
integridad del ARN extraido. Los resultados obtenidos se presentan en la figura
35.

Figura 35. Electroforesis en gel de agarosa 1 % del ARN extraido del cultivo de Aspergillus kawachii IFO 4308

Calle 1: ARN total extraido a las 24 h de cultivo, Calle 2: ARN total extraido a las 48 h de cultivo, Calle 3: ARN total extraido
alas 72 h de cultivo.

En este estudio pueden visualizarse dos bandas definidas en las

extracciones de ARN a las 48 h de cultivo (calle 2).

Bernaldez et al. (2017) reportan que la extraccién de ARN total en hongos
filamentosos es dificil debido a la estructura de la pared celular y el alto
contenido de ARNasas enddgenas que afectan una efectiva extraccion de ARN y
en los resultados de su investigacion muestran, en las electroforesis en gel de
agarosa, la presencia de dos bandas que corresponden al ARN ribosomal 28 Sy
18 S, asi como la aparicion de mas bandas cuando estos acidos nucleicos se

encuentran degradados. Esto permitié corroborar la integridad del ARN extraido.
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Para determinar la pureza del ARN obtenido se midid la relacién de
absorbancia Axso/A230 en todas las muestras. Se conoce que los acidos nucleicos
absorben luz a una longitud de onda de 260 nm mientras que los contaminantes
organicos como el fenol y otros compuestos aromaticos como el trizol absorben
luz a una longitud de onda de 230 nm. Las muestras con una relacidon Azso/A230
inferior a 1,8 presentan contaminantes que pueden influir en los procesos de

clonado.

Los valores obtenidos en este estudio fueron 1,8, 1,9 y 1,4
respectivamente para las extracciones de ARN realizadas a las 24, 48 y 72 h,
por lo que se continud con el ARN extraido a las 48 h de cultivo que fue también

el que presentd las dos bandas definidas de ARN ribosomal 26 Sy 18 S.

1.1.2. Sintesis de ADNc

Una vez obtenido el ARN total se continué con la generacién de ADNc
mediante RT-PCR. El ADNc fue posteriormente utilizado como molde para la
reaccion de PCR con los primers P1 y P> diseflados especificamente para la
amplificacion del gen inulinasa. No se logré obtener el producto de PCR a partir
de ARN a pesar de los multiples intentos realizados. Posiblemente la baja
expresion enzimatica y la incertidumbre sobre la calidad del ARN obtenido podian
comprometer seriamente los resultados de procedimientos posteriores, los
cuales requieren intensa labor, tal como lo reportan Zakaria et al. (2013). Estas
consideraciones llevaron a plantearnos la segunda estrategia de clonado a partir

de ADN gendmico.
1.2. Clonado del gen inulinasa a partir de ADN

1.2.1. Extraccion del ADN gendmico de Aspergillus
kawachii IFO 4308

El ADN gendmico se extrajo de un cultivo de 48 h de Aspergillus kawachii
en medio en condiciones mejoradas y se realizd6 una electroforesis en gel de

agarosa. En la figura 36 se puede visualizar el resultado obtenido.
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Figura 36. Electroforesis en gel de agarosa 1% del ADN gendmico extraido de Aspergillus kawachii IFO 4308

La conformacién de la pared celular del hongo filamentoso también
dificulta la extraccion de ADN por lo que el proceso debe ser mas agresivo pero
puede ocasionar la degradacion parcial del acido nucleico (van Burik et al.,
1998). Esto posiblemente fue lo que ocurrié con el ADN de Aspergillus kawachii

ya que se visualizd parcialmente degradado.

Para determinar la pureza del ADN obtenido se midié la relacién de
absorbancia Azso/A2s0 dado que a Azso absorben compuestos aromaticos como
fenoles y proteinas. Se obtuvo un radio de absorbancia de 2,1 lo que es
indicativo de ADN de éptima pureza (Sambrook et al., 1989), por eso es que se
decidi6 utilizarlo para llevar a cabo la amplificacion y obtencién del gen que

codifica para la inulinasa.

1.2.2. Amplificacion del gen inulinasa

La amplificacion del gen inulinasa se realizé utilizando la técnica de PCR
utilizando ADN gendmico de Aspergillus kawachii IFO 4308 purificado y los
primers P1 y P> disefiados especificamente para la amplificacion de genes

inulinasa.

El producto de PCR se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa

como se muestra en la figura 37.

115



RESULTADOS Y DISCUSION: CAPITULO 2

Figura 37. Electroforesis en gel de agarosa 1% de la amplificacion del gen inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308

Calle 1: control negativo, calle 2: gen inulinasa, calle 3: marcador de peso molecular.

Se confirmd la amplificacion de un fragmento de ADN de un tamano de
aproximadamente 1600 pb que coincide con el tamafio esperado del gen
inulinasa ya que resulté similar al reportado por Arand et al. (2002) quienes

obtuvieron un fragmento por amplificacion de 1614 pb.

Para evaluar la correcta sintesis e identidad del gen de interés se realizd
un ensayo previo a la secuenciacién de ADN del gen inulinasa amplificado. Esto
consistié en una digestion con la enzima de restriccion BsrDI, a partir de la
informacion obtenida utilizando el programa Clone Manager version 9.5.1 (Sci-
Ed software, USA) que indicé un unico corte en el gen, generando dos
fragmentos de 467 pb y 1205 pb.

En la figura 38 se muestra el resultado bioinformatico y de la electroforesis

en gel de agarosa correspondiente a los productos de digestion.
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1: Marcador PM 1KD

Z:inulinasa AK
1672 pb

4 Zinulinasa AK
1.1205 pb
2467 pb

10 | lanes 1.0 ¥ % agarose

Figura 38. Electroforesis en gel de agarosa 1 % de la digestion del gen inulinasa con la enzima BsrDl'y gel simulado con el
programa Snapgene

Calle 1: gen inulinasa digerido con la enzima BsrDI, calle 2: gen inulinasa sin digerir, calle 3: marcador de peso molecular.

Como puede observarse en la figura el analisis de restriccidn del producto

de PCR presento fragmentos de tamafio esperado.

1.2.3. Amplificacién del gen inulinasa sin péptido sefnal

Se realizd la amplificacion del gen inulinasa mediante la utilizacion del
primer P3 (foward, disefiado especificamente para la eliminacién del péptido

sefial) y el primer P2 (reverse).

Posteriormente se estudié la optimizacion de las condiciones de PCR por
medio de la evaluaciéon de un gradiente de temperatura de annealing (55, 57,
59, 61, 63, 65y 67 °C) y prueba de sensibilidad con 5y 20 ng de ADN gendmico
de Aspergillus kawachii IFO 4308, con el fin de obtener bandas definidas y

reproducibles en los productos de PCR.

El resultado se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa. Los

resultados se muestran en la figura 39.
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9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 39. Electroforesis en gel de agarosa 1 % a diferentes condiciones de temperatura de apareamiento y concentracion
de ADN gendmico.

Calle 1: control negativo (mezcla de reaccidn sin molde) , calle 2 a 8: 5 ng de ADN y calle 10 a 16: 20 ng de ADN calle 2: 55
°C, calle 3: 57 °C, calle 4: 59 °C, calle 5: 61 °C, calle 6: 63 °C, calle 7: 65 °C, calle 8: 67 °C, calle 9: marcador de peso molecular,
calle 10: 55 °C, calle 11: 57 °C, calle 12: 59 °C, calle 13: 61 °C, calle 14: 63 °C, calle 15: 65 °C, calle 16: 67 °C.

La mejor condicién de amplificacién se logré con una temperatura de 59
°C y 20 ng de ADN, que corresponde a la calle 12, ya que no presentd

amplificacién de ADN inespecifico.

1.2.4. Clonado del gen inulinasa con intrén en el vector de
expresion pPIC9
Se realizo la digestion, tanto del plasmido como del producto de PCR, con
las enzimas de restriccién Xhol y Avrll. En la figura 40 se muestra la estrategia
utilizada a partir del gen inulinasa con intrén clonado en pPIC9 y la generacién
del pldasmido recombinante pPIC9: inuAKAPS.
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(0) Start P3 (1., 38) BsrDI (430) (1647) End P2 (1619 . 1647)
|

5007 10007 15007
[ exon 1 o “ewtn 2 1

intrén

inulinasa AKAPS
1647 bp

@ clonado en pPICY

PPICS: iNUAKAPS

Figura 40. Esquema de clonado del gen inulinasa amplificado con los primers P3 'y P2 en pPIC9 generando el pldsmido
pPICY: inuAKAPS

Para confirmar la digestidén del pladsmido se realizé una electroforesis en gel

de agarosa, cuyo resultado se observa en la figura 41.

Figura 41. Electroforesis en gel de agarosa 1 % de los productos de digestion del pldsmido pPIC9 y del gen de inulinasa con
las enzimas Xhol y Avrll.

Calle 1: plasmido sin digerir, calle 2: plasmido digerido con las enzimas Xhol y Avrll, calle 3: marcador de peso molecular,
calle 4: producto de PCR del gen inulinasa digerido con las enzimas Xhol y Avrll, calle 5: producto de PCR del gen inulinasa
sin digerir.

En la calle 1 se visualizd6 el ADN plasmidico en las formas de
superenrollado y lineal. En la calle 2, luego de la digestidn, se observé una banda
gue corresponde a ADN lineal que confirma la accion de las enzimas de
restriccion Xhol y Avrll. En las calles 4 y 5 se observo una sola banda que

corresponde al gen inulinasa sin digerir y digerido.
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Luego de la digestion se ligd el gen de inulinasa, de manera orientada, al
vector pPIC9. Se probaron tres relaciones de ligacién vector: inserto 1:0, 1:1y
1:5. Con el producto de la ligacidn Ppic9: inuAKAPS se transformaron células

competentes de la cepa E. coli DH5a F’.

A los efectos de realizar un screening sobre los clones obtenidos, se
seleccionaron 16 colonias (relacion vector: inserto 1:1) resistentes a ampicilina
desarrolladas en medio LB, se les extrajo el ADN plasmidico mediante Miniprep,
y se llevd a cabo una PCR con los primers P1 y P2, especificos para el gen

inulinasa.

La figura 42 muestra el resultado de la electroforesis correspondiente a

este ensayo.

4 5§ 6 7 B8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 42. Electroforesis en gel de agarosa 1 % de los productos de amplificacion del gen inulinasa en 16 clones de E. coli
pPICY: inuAKAPS

Calle 1: control negativo (E.coli sin transformar), calle 2: control positivo (amplificacion del gen a partir del ADN gendmico),
calle 3: clon 1, calle 4: clon 2, calle 5: clon 3, calle 6: clon 4, calle 7: clon 5, calle 8: clon 6, calle 9: clon 7, calle 10: clon 8,
calle 11: clon 9, calle 12: clon 10, calle 13: clon 11, calle 14: clon 12, calle 15: clon 13, calle 16: clon 14, calle 17: clon 15,
calle 18: clon 16.

Se consiguié amplificar un gen de aproximadamente 1600 pb en todos los

clones como se visualiza en la imagen.

Se seleccionaron los clones E. coli pPIC9: inuAKAPS 4, 5,8, 10y 12 y se
secuenciaron para corroborar que presentaban un marco de lectura correcto y
poder analizar posibles mutaciones ya que la polimerasa utilizada para la
amplificaciéon no presenta la funcion correctora de errores. Para esto cada uno

de los genes de los clones se alinearon con la secuencia de la inulinasa de
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Aspergillus awamori utilizando el programa Clone Manager versién 9.5.1 (Sci-Ed

software).

Se comprobd que todos los clones presentaron la secuencia del gen de
interés en marco con la secuencia del péptido sefial a de S. cerevisiae y también
que presentaban mutaciones puntuales, sin embargo, el clon 10 (E. coli pPIC9:
inUAKAPS) mostré una Unica mutacion puntual silenciosa, es decir que no causa

ningun cambio en el aminoacido que codifica el codén afectado.

En apéndice 1, se muestra el resultado del alineamiento entre la secuencia
del gen que codifica para la inulinasa de Aspergillus awamori (inul) y el gen

presente en el clon 10 E. coli pPIC9: inuAKAPS.

A partir de este analisis se encontrd que todos los clones presentaban un
fragmento adicional de 58 pb que se correspondia con el intréon de la inulinasa
de Aspergillus awamori. A partir de estos resultados se selecciond este clon para

continuar los estudios siguientes.

Se presumid que la levadura podria realizar el empalme correspondiente
durante la expresion del gen y que se obtendria el ARNm maduro permitiendo
la traduccidén de la enzima activa, por esta razén se decidié continuar con los

procedimientos necesarios para clonar el gen de interés en Pichia pastoris.

El plasmido se linealizé mediante la digestién con la enzima de restriccion
Bglll para transformarlo en células de Pichia pastoris GS115 (His, Mut*). Al
realizar la digestidon con esta enzima el evento de integracion en el genoma de
Pichia pastoris ocurrié por reemplazo del locus AOX1 por el gen inulinasa y el
gen his4 permitiendo la seleccion de las células transformantes por su habilidad

de crecer en medios sin histidina, como se muestra en la figura 43.

5'ADOX1 Inulinasa 31T HISS 3'A0X1

plasmidoe linealizado

H@} | AOX1 J3'TTe3 AOX1]
genoma de P.

* ‘ pastoris

5°AOX1 Inulinasa 37T HIS4 3'AOX1

plasmido integrado en el
genoma de P. pastoris

Figura 43. Esquema de integracion del pldsmido linealizado en el genoma de Pichia pastoris
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Las células transformadas fueron capaces de crecer en medio minimo sin
histidina. Se seleccionaron cinco clones que se numeran del 1 al 5 (Pichia
pastoris Ppic9: inuAKAPS) y se evalud la presencia del gen en el genoma de esta
levadura mediante colony-PCR. Los resultados obtenidos de la electroforesis en

gel de agarosa se muestran en la figura 44.

Figura 44. Electroforesis en gel de agarosa de los productos obtenidos por colony-PCR de los clones de Pichia pastoris Ppic9:
inuAKAPS

Calle 1: Control negativo de PCR, Calle 2: control positivo de PCR (clon 10 E. coli Ppic9: inuAKAPS), Calle 3: clon 1, Calle 4:
clon 2, Calle 5: clon 3, Calle 6: clon 4, Calle 7: clon 5

Como puede observarse 4 de los 5 clones de estudiados presentaron el
gen inulinasa ya que se observa una banda de igual PM que el control positivo
de PCR. Estos clones se cultivaron en medio BMGY hasta obtener una cantidad
de biomasa suficiente (DOsoo nm =16) y luego se indujeron con metanol. Se

tomaron muestras a las 24 h y a las 48 h luego de la induccién.

A los sobrenadantes de las muestras se les determiné actividad inulinasa.
En ninguno de los 4 clones se detectd esta actividad de forma significativa al
compararla con la inulinasa silvestre. Se determind la expresion de la inulinasa
mediante un SDS-PAGE. Se utiliz6 como control negativo Pichia pastoris sin
transformar, para corroborar que la misma no presenta actividad inulinasa. Se
comprobd la expresion de la inulinasa mediante un SDS-PAGE. Los resultados

se muestran en la Figura 45.
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Figura 45. SDS- PAGE de las proteinas producidas por cada uno de los clones de Pichia pastoris Ppic9: inuAKAPS a las 24 'y
48 hs de cultivo respectivamente

Calle 1: Marcador PM, Calle 2: control negativo (Pichia pastoris GS115 sin transformar), Calle 3: clon 1 t= 24 h, Calle 4: clon
1t=48 h, Calle 5: clon 2 t= 24 h, Calle 6: clon 2 t= 48 h, Calle 7: clon 3 t= 24 h, Calle 8: clon 3t=48 h, Calle 9: clon 5 t= 24
h, Calle 10: clon 5 t=48 h.

Se observd la expresién de una proteina con un peso molecular de
aproximadamente 30 kDa, que no corresponde con el tamafo tedrico esperado
de la inulinasa de 59,6 kDa. Para identificarla se envid al Instituto Pasteur de
Montevideo para ser analizada mediante espectrometria de masas por mapeo
peptidico (MALDI TOF-TOF). Los resultados se muestran en la tabla 19.

Tabla 19. Identificacion por espectrometria de masa de las proteinas producidas por los clones de Pichia pastoris Ppic9:
inuAKAPS

Rotulo de la Masa mol. Proteina identificada por EM Masa mol. tedrica
muestra en el gel (kDa)
(OF)]
Clon1 37 “Exo-Inulinase From Aspergillus awamori” 57
Clon 2 37 “Exo-Inulinase From Aspergillus awamori” 57
Clon 3 32 “Exo-Inulinase From Aspergillus awamori” 57
Clon 5 34 “Exo-Inulinase From Aspergillus awamori” 57

Los informes de los resultados obtenidos se muestran en el Apéndice 2.

Estos resultados indicaron la obtencién de una exo proteina y, que si bien
se identificd con alto porcentaje de similitud con la exoinulinasa de Aspergillus
awamori no presentd actividad catalitica. Para analizar la posibilidad de contar
con un sistema de corte y empalme funcional para la eliminacién del intrén se
llevd a cabo un analisis bioinformatico en el cual se evalud la presencia de sitios
donadores y aceptores necesarios para realizar el corte y empalme en el gen

inulinasa de Pichia pastoris. Los resultados se muestran en la Tabla 20 y 21.
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Tabla 20.Andlisis bioinformdtico de corte y empalme en Aspergillus spp.

ID inulinasa 1671 pb cadena directa
Organismo Aspergillus spp.

CC cadena directa, Sefiales de empalme potencial

SITIOS DONADORES

POSICION EXON INTRON PUNTUACION
1007 GCA GTATGG 72
SITIOS ACEPTORES
POSICION EXON INTRON PUNTUACION
70 CCTT TATGACCAG 85
103 AAGA TCACCCCAG 81.
420 CATG CATTTCTAG 82
438 TAGC CACTAACAG 78
441 CATC TAACAGTAG 80
509 TCCA CAATCACAG 83
523 TCTT CGCCTACAG 81
570 TCAT CCAATCCAG 79.
589 CCCT CCCTCCCAG 83
600 CTGA CTTATGAAG 77
611 AACT GAATACCAG 80
653 AAAT GAATCCCAG 82
723 ACTG ACCTCAAAG 78
731 CTAG GACTGGAAG 78
735 TGAG GGAAGCTAG 77
765 GCGG ACGCGCAAG 77
811 CGGA CCTTGACAG 80
867 GCAC GTCCCCCAG 79
942 TGTA CCGACACAG 77
951 GAAA TGTACCCAG 83
1144 CAAA CGTTGGCAG 80
1002 CTGG ATGCCGCAG 79
1064 TATG AACTGGCAG 78
1099 CGCC CTGGCGCAG 81
1133 ACCG GCCCTAAAG 77
1158 TCCA CAACCCTAG 83
1163 CAAC CTAGTCCAG 81
1172 GAAG CAACCCCAG 81
1226 ACTC ACATTCAAG 80
1239 GCTC TCTCTGAAG 79
1307 GCCT AAGTCTAAG 80
1358 ACCC ACCGAGCAG 80
1513 GTCC CGTCGATAG 84
1519 CGTC TAGGTCCAG 78
1565 ATTT ACGGCTCAG 80
1649 ATTG ATCTACAAG 79

Tabla 21.Andlisis bioinformdtico de corte y empalme en levaduras

CcC

ID inulinasa hebra directa
Organismo: levadura

cadena directa, Sefiales de empalme potencial

SITIOS DONADORES

SITIOS DONADORES NO SE ENCONTRARON

SITIOS ACEPTORES

SITIOS ACEPTORES NO SE ENCONTRARON
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Los resultados revelaron que el género Aspergillus spp. es capaz de
reconocer sitios donadores y aceptores dentro del gen indicando un solo sitio
donador y 36 sitios receptores. En cuanto a las levaduras puede observarse que
no presentan estos sitios de reconocimiento, esta informacidon permite explicar
por qué Pichia pastoris no pudo expresar la inulinasa activa debido a que no fue

capaz de realizar el corte y empalme de forma correcta.

No se encontrd en la bibliografia investigaciones sobre la expresién de
inulinasas fungicas a partir de ADN gendmico con intrones incorporados, pero si
se han reportado estudios como los de Goosen et al. (2008) que lograron la
expresion de una exoinulinasa de Aspergillus niger N 402 en E. coli desde una
biblioteca de ADNc a partir de ARN total obtenido del micelio del hongo. Estos
autores describieron la presencia de un Unico intron de 59 pb cuando
compararon la secuencia nucleotidica del ADNc con la secuencia gendmica; Chen
et al. (2013) sobreexpresaron una exoinulinasa con actividad catalitica de
Aspergillus ficuum también en E. coli y a partir de ADN gendmico pero realizando
la eliminacion del intrén in vitro; Wang et al. (2011) reportaron el clonado de
una exoinulinasa de Penicillium janthinellum BO1 y la sobreexpresidén en Pichia
pastoris e indicaron la presencia de un ORF de 2115 pb interrumpido por un
intrén de 67 pb, a partir de ADNc.

Estos reportes nos indujeron a plantear la estrategia de clonado

eliminando el intron de manera in vitro.

1.2.5. Clonado del gen inulinasa sin intron en pPICZa A

Debido a que Pichia pastoris no fue capaz de procesar el intron de 58 pb,
se procedié a la eliminacién in vitro utilizando enzimas de restriccién. La
obtencién del gen inulinasa sin intron fue llevada a cabo por medio de la
generaciéon del primer exon por un lado y del segundo exdén unido al plasmido
por otro. La figura 46 esquematiza el clonado del exén I en el vector pGEM®-T

Easy.
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Figura 46. Esquema de clonado del exon | amplificado con los primers P3 'y P4 en pGEM®-T Easy generando el pldsmido
PGEM®-T Easy: exdn |

Para obtener el exon I, se realizd una reaccion de PCR utilizando la
construcciéon pPIC9: inuAKAPS como molde y los primers P3 (para eliminar el
péptido sefial) y P4, primer interno que contiene una secuencia apareable con el
extremo 3' del exén I, seguida de otra, también apareable con el extremo 5' del
exon II de manera de dejar sin aparear la secuencia del intrén. El producto de
PCR obtenido, de 383 pb, se ligé al vector pGEM®-T Easy. Se transformaron
células de E. coli TOP10F’ con el plasmido recombinante pGEM®-T Easy: exon I
(3395 pb).

Se seleccionaron los clones positivos, los que poseian la construccion
pGEM®-T Easy- exén I, que se visualizaron como colonias blancas en el medio
LB con agregado de X-gal. Se seleccionaron 10 colonias al azar y se realizé una
colony-PCR utilizando los primers Ps y P4 para confirmar la presencia del
fragmento de interés. En la figura 47 se muestran los resultados de la

electroforesis en gel de agarosa 1 %.

126



RESULTADOS Y DISCUSION: CAPITULO 2

1500 ph

e — R e — EMpb

Figura 47. Electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos obtenidos por colony-PCR de los clones E. coli pGEM®-T
Easy: exon |, utilizando los primers P2 'y P4

Calle 1: Control negativo de PCR, Calle 2: control positivo de PCR (clon 10 E. coli Ppic9: inuAKAPS), Calle 3: clon 1, Calle 4:
clon 2, Calle 5: clon 3, Calle 6: clon 4, Calle 7: clon 5, Calle 8: clon 6, Calle 9: clon 7, Calle 10: clon 8, Calle 11: clon 9, Calle
12: clon 10, Calle 13: Patréon de PM

Se observé la presencia del mismo en todos los clones E coli: pGEM®-T

Easy: exén I, analizados.

Luego, los vectores recombinantes aislados de los transformantes
positivos se digirieron con las endonucleasas Xhol y BsrDI, generandose cuatro
fragmentos de 1439 pb (BsrDI-Xhol), 1419 pb (BsrDI- BsrDI), 363 pb (Xhol-
BsrDI) y 174 pb (BsrDI- BsrDI) que se visualizaron en un gel de agarosa 1,5 %.
Se extrajo del gel la banda de 363 pb que corresponde al exén I del gen inulinasa
de Aspergillus kawachii. El resultado de la electroforesis se muestra en la figura
48.

123 467 8 9 10

1: Patron PI 1K
2: pGEM T easy: exan |

3: pGEM T easy: exan |
1 Xhol + BsrDI
1. 1439 pb
2.149pb
3.363pb
& 1Tdph

10 v | lanes 15 ¥ %agarose

Figura 48. Electroforesis en gel de agarosa 1,5 % (A) de la digestion de la construccion pGEM®-T Easy: exdn |y gel simulado
con el programa Snapgene

Calle 1: pGEM®-T Easy: exdn |; Calle 2: pGEM®-T Easy: exdn | digerido con Xhol y BsrDI; Calle 3: estandar de peso molecular
de ADN.

La figura 49 corresponde al esquema del clonado de los exones I y II en
pPICZdaA.
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pPICE: inuAKAPS

Xhol + BsrD|

exon | (363 pb) exén Il (1213 pb)

clonado en pPICZoA

Figura 49. Esquema de clonado del gen inulinasa sin intron en pPICz0A. A: Obtencion del exdn | mediante digestion del plasmido pPIC9: inuAKAPS con las enzimas Xhol y BsrDI. B: Obtencion del
exon Il mediante digestion del pldsmido pGEM T Easy: Exdn 1 con las enzimas BsrDl'y Notl. C: clonado de exdn |y exon Il en pPICz0A generando el plasmido recombinante pPICz 0A: inuAKAPSAI
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Para obtener el exdén II, el plasmido recombinante pPIC9: inuAKAPS se digirid
con las endonucleasas BsrDI y Notl. Se generaron siete fragmentos de 3386 pb
(BsrDI - BsrDI), 2025 pb (BsrDI - BsrDI), 1584 pb (BsrDI - BsrDI), 1213 pb
(BsrDI- Notl), 782 pb (Notl-BsrDI1), 335 pb (BsrDI - BsrDI) y 174 pb (BsrDI -
BsrDI) que se visualizaron en un gel de agarosa. Se extrajo, del gel, la banda
de 1213 pb que corresponde al exdn II. En la figura 50 se muestra el resultado

de la electroforesis.
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Figura 50. Electroforesis en gel de agarosa 1% de la digestion de la construccion pPIC9: inuAKAPS con las enzimas BsrDl y
Notl

Calle 1: Patrén de peso molecular de ADN; Calle 2: Patron de peso molecular de ADN; Calle 3: pPIC9: inuAKAPS; Calle 4:
pPIC9: inuAKAPS digerida con BsrDl y Notl.

Ambos fragmentos (exones 1 y II) se ligaron al vector pPICZaA
(previamente digerido con las endonucleasas Xhol y Notl), generandose el
plasmido pPICZaA: inuAKAI que se utilizé para transformar células competentes
de E. coli TOP10F'. Se evalud la presencia del gen sin intrén en cinco clones
mediante colony-PCR, utilizando los primers P3 y P.. La confirmacion se visualizd
en gel de agarosa 1 % (p/v) como se muestra en la figura 51. Se observd la

presencia del gen en todos los clones.
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Figura 51. Electroforesis en gel de agarosa 1 % de productos de Colony PCR de clones de E. coli TOP 10F": pPICZaA:
INUAKAPSAI

Calle 1: control negativo, calle 2: control positivo (pPIC9 inuAKAPS), calle 3: clon 1, calle 4: clon 2, calle 5: marcador de
PM, calle 6: clon 3, calle 7: clon 4, calle 8: clon 5

1.2.6 Transformacion de Pichia pastoris con el gen
inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308
Los plasmidos pPICZaA: inuAKAPSAI y pPIC9 se linealizaron mediante la
enzima de restriccidon Bg/Il. Posteriormente se transfirieron, por electroporacién,
en Pichia pastoris utilizdndose los dos plasmidos en la cepa GS115 (para revertir
la auxotrofia a histidina), y solo el que contiene el gen inulinasa en la cepa X-
33.

Las cepas transformadas se cultivaron en placas de YPD conteniendo 100
mg/ml de zeocina para la seleccidn. A las colonias obtenidas se les realizd una
colony-PCR utilizando los primers P3 y P2 a fin de evidenciar la presencia del gen
inulinasa. Dicho procedimiento se aplicé a las 18 colonias aisladas y obtenidas
luego de la transformacion de Pichia pastoris GS115 y a las 25 colonias de Pichia
pastoris X-33. Como control negativo se utilizaron células de Pichia pastoris
transformadas con el plasmido vacio y como control positivo se utilizd como

molde de PCR el gen inulinasa.

Del total de los clones estudiados por colony-PCR solo dos de Pichia
pastoris GS115 no presentaron el gen inulinasa, como puede verse en la figura
52 donde, a modo de ejemplo, se presentan la imagen de la electroforesis de 4

clones de Pichia pastoris GS115 y 4 clones de Pichia pastoris X-33.
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Figura 52. Colony-PCR de Pichia pastoris conteniendo el gen de Inulinasa de Aspergillus kawachii.

Calles: 1-4: Clones (Pichia pastoris GS115) 1; 3; 4; 5. Calles 5-9: Clones (Pichia pastoris X-33) A, B; C; Dy E.; Calles 10:
Control positivo (pPICZaA: inuAKAPSAI); Calle 11: Control negativo

Pudo visualizarse una banda del mismo tamafio que el control positivo
gue indico la presencia del gen inulinasa, a excepcion de los clones 3 y 4 donde

no se observa la banda correspondiente al gen de la enzima.

1.2.7. Seleccion del clon

Existen varias cepas de Pichia pastoris disponibles en el mercado para
obtener proteinas recombinantes. La expresion de estas proteinas puede variar
entre diferentes cepas. Tanto GS115 (His", Mut*) como X-33 (sin mutaciones)
se han utilizado con éxito para expresar enzimas bioldgicamente activas (Zhang
et al., 2003, Blanchard et al., 2008; Zhou et al. 2020).

En este trabajo de tesis se estudid la produccién de la enzima inulinasa
de Aspergillus kawachii expresada en Pichia pastoris GS115 y X-33 en cultivos
que se realizaron en dos etapas: la primera de incremento de biomasa sin
produccion de inulinasa utilizando los medios de cultivo medios YPD y BMGY y

la segunda, de producciéon de la enzima en el medio BMMY.

En la tabla 22 se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 22. Evaluacion de la produccion de inulinasa recombinante en matraces Erlenmeyer a las 48 h de induccion

Clones Actividad enzimatica
(U/ml)
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
1,85 + 0,64
2,81 £0,8¢
0,49 + 0,32

12 1,73 £ 0,5«

13 ND
Control ND
negativo

Clones de la cepa
Pichia pastoris GS115

==
PEBovoNounhrwNne

3,10 £ 0,2f
1,54 £ 0,1°c
1,46 £ 0,3°
1,81 £ 0,34
14,65 £ 0,1™
9,33+ 0,2
ND
14,26 + 0,1
6,64 = 0,2"
3,78 £ 0,39
0,33 +0,6°
10,05 + 0,4
13,36 £ 0,8
Control ND
negativo

Clones de la cepa
Pichia pastoris X-33

ErxXe—=I0OmTMmmMmOO0O®m®>

Los clones de la cepa Pichia pastoris GS115 se diferenciaron con nimeros del 1 al 13 y los de la cepa Pichia pastoris X-33
por letras desde A hasta M.

Control negativo: cepa de Pichia pastoris con plasmidos vacios

ND: no detectable

Letras con una media comun no son significativamente diferentes p<0,05

En este estudio, se utilizaron, como control negativo de la expresién, las
células de Pichia pastoris transformadas con el plasmido vacio. Se estudiaron

trece transformantes de cada cepa.

Se tomaron muestras a las 0, 24 y 48 horas del comienzo de la induccién
y para cada clon se determiné la actividad de inulinasa en el sobrenadante a las
48 h de induccidn.

Los resultados indicaron que 4 de los 13 transformantes de Pichia pastoris

GS115 exhibieron actividad enzimatica, no se detectd para los clones 1 a8y 13
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a pesar de la transformacién confirmada del gen inulinasa. Doce de 13 clones de
la cepa Pichia pastoris X-33 exhibieron actividad. El clon E presenté la mayor
actividad 14,62 £+ 0,1 U/ml después de 48 h, que es 150 veces mas alta que la
del microorganismo silvestre, que produjo una actividad maxima de 92,3 + 0,5
mU/ml en escala de Erlenmeyer. La productividad alcanzada por este clon fue
de 304 mU/ml, aumentando mas de 200 veces con respecto al microorganismo

silvestre que fue de 1,28 mU/h.

Este resultado resultd promisorio, ya que, si bien se encuentran
reportadas inulinasas recombinantes ninguna presenta una relacién tan elevada
respecto al microorganismo silvestre. Por ejemplo, en un estudio de Zhang et
al. (2003) encontraron que la inulinasa de Aspergillus niger expresada en Pichia
pastoris GS115 presentd un aumento de 13 veces con respecto a la actividad

enzimatica de la cepa silvestre en las mismas condiciones.

Debido a la elevada actividad encontrada en ensayos en matraces
Erlenmeyer se selecciond el clon E de Pichia pastoris X-33 para continuar los

estudios de produccién en biorreactor.

Conclusiones del capitulo

Se realizaron tres estrategias de clonado, una a partir de ARN mensajero

y dos a partir de ADN gendmico.

No se logré obtener el gen codificante para la enzima inulinasa a partir de
ARN mensajero posiblemente debido a la baja expresion enzimatica en
Aspergillus kawachii. Por este motivo se continud con la segunda estrategia de

clonado a partir de ADN. Se logré obtener un gen de aproximadamente 1600 pb.

El gen de inulinasa se inserté en el plasmido pPIC9 y se secuencid,
encontrandose un intrén de 58 pb. A partir de estos resultados se decidi6 clonar
el gen inulinasa en Pichia pastoris suponiendo que esta levadura seria capaz de
realizar el splicing para obtener la proteina madura debido a la cercania
filogenética entre estos dos microorganismos. Como esta estrategia no generd
los resultados esperados se realizd la eliminacion del intrén in vitro mediante

cortes con enzimas de restriccion.

Una vez obtenido el gen codificante para inulinasa se clond en cepas de

Pichia pastoris G115 y X-33 logrando la expresion de la enzima. Se seleccionaron
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los clones de mayor actividad enzimatica que presentaron un incremento de 150
veces mas actividad inulinasa y 200 veces mas la productividad en cultivos rn

matraces Erlenmeyers con respecto a la cepa de Aspergillus kawachii silvestre.

Se selecciond uno de estos clones para continuar con los estudios de
produccién enzimatica en biorreactor y estudiar las aplicaciones de la enzima

recombinante.
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CAPITULO 3: ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE LA INULINASA EN
CULTIVOS DE ALTA DENSIDAD, INMOVILIZACION Y POSIBLES
APLICACIONES

En los ultimos afios, las inulinasas han atraido el interés en todo el mundo
debido a sus potenciales aplicaciones en procesos industriales tales como la
produccién de jarabe de alta fructosa, bioetanol, acido citrico y la sintesis de
FOS.

En el presente trabajo la enzima recombinante se produjo inicialmente en
cultivos en matraces Erlenmeyer, para luego disefiar fermentaciones de alta
densidad celular, a los efectos de llevar a cabo un estudio de la cinética de
crecimiento del organismo y la produccion de la enzima para obtenerla en escala

industrial.

Después de realizar la purificacidon de la inulinasa recombinante obtenida
se estudiaron las condiciones de inmovilizacion y se determinaron las
caracteristicas bioquimicas y cinéticas de la enzima inmovilizada en esferas de

quitosan utilizando glutaraldehido como agente de reticulacién bifuncional.

Debido a la demanda en la utilizacion de estas enzimas y a que en
Argentina no hay produccion a nivel industrial, se realizaron ensayos de posibles
aplicaciones como la capacidad de hidrdlisis de inulina, la produccion de FOS y

la hidrdlisis de fructanos de agave.
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1. Cultivo en biorreactor

La produccidon de proteinas recombinantes empleando el sistema de
expresion de Pichia pastoris, mediante el promotor pAOX1, generalmente se
realiza en tres etapas. En primer lugar, se hace un cultivo en sistema batch en
medio definido con glicerol como FCE, en el que el crecimiento se desarrolla a
velocidad especifica maxima, alcanzando altas concentraciones de biomasa en
poco tiempo y en el que se reprime la expresidon de genes foraneos debido a las

altas concentraciones en glicerol.

Luego, comienza la segunda etapa, que consiste en un cultivo batch
alimentado en medio con glicerol como sustrato limitante y en presencia de baja
concentracion de metanol. Esta fase genera una alta densidad celular y permite
la desrepresion gradual de las enzimas necesarias para la asimilacién de
metanol, lo que se traduce en una mejor adaptaciéon para soportar mayores
concentraciones del inductor. La estrategia de alimentacion utilizando sustratos
mixtos de glicerol y metanol, se realiza para aumentar la densidad celular y
reducir el tiempo de induccion. Finalmente, en la tercera etapa se continlda con
la alimentacion, pero con un medio definido conteniendo alta concentracion de
metanol para inducir la produccién de la proteina recombinante (Celik et al.,
2009).

En este trabajo, una vez seleccionado el clon que presentd mayor
produccién de inulinasa, se continud con los estudios de la produccién de enzima
recombinante en diferentes sistemas de cultivo, utilizando un biorreactor de 5
litros con 3 litros de medio BSM suplementado con solucién de PTM vy biotina, a
pH inicial 5,0 y con un inéculo de 100 ml de Pichia pastoris en medio YPD. Los

resultados obtenidos durante el cultivo se muestran el apéndice 3.

El cultivo se realizé en tres etapas, como se explicd anteriormente. La
primera consistié en un batch de 29 horas con glicerol como FCE. El crecimiento
fue exponencial y alcanzé una velocidad especifica maxima de 0,20 h'! y una
biomasa final de 20,02 g/l generando un rendimiento Yx/s= 0,57 g biomasa/ g
sustrato. Una vez finalizada la etapa de crecimiento exponencial que se evidencié
por el agotamiento de FCE, y el consecuente descenso del consumo de oxigeno,
se comenzo la etapa de alimentacion con medio definido conteniendo glicerol al
43,5 % v/v, suplementado con 10 ml/I de una solucidn stock de biotina, 10 ml/I
de solucion de PTM y 50 ml/l de metanol, a un caudal de alimentaciéon de 40
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ml/h. A las 45 horas del cultivo se detuvo la alimentacién habiendo alcanzado
una biomasa de 63,30 g/l lo que representa un rendimiento Yx/s de 0,56 g
biomasa/ g sustrato. Con esta concentracién de biomasa en el cultivo se evitod
gue se produzca limitacién por oxigeno en la etapa de induccidn ya que, cuando
el promotor pAOX esta activo, la levadura consume 1 molécula de oxigeno para
oxidar una molécula de metanol a formaldehido, ademas de utilizarlo como

aceptor de electrones en la respiracion celular (Canales et al., 2015).

Finalmente, se comenzé la etapa de expresion inducida por una
alimentacion con medio definido y metanol puro a un caudal de 4,80 ml/h. Esta
Ultima etapa durd 24 horas y se pudo observar que el crecimiento de la biomasa
es practicamente nulo, con la produccion concomitante de la inulinasa

recombinante.

Durante todo el cultivo el pH se mantuvo constante en un valor de 5,0 por
el agregado continuo de NH4OH, utilizado como FN. El oxigeno disuelto se
mantuvo por encima del 20 % mediante control en cascada con la velocidad de
agitacion que comenz6 en 350 rpm y aumentd hasta 800 rpm al finalizar el

cultivo.

Por otra parte, se evalud el comportamiento del cultivo frente al consumo
de oxigeno y la produccion de diéxido de carbono. Estos resultados se presentan

en la figura 53.

Como puede observarse las formas de las curvas correspondientes al
consumo de oxigeno (V.rO2) y generacidon de dioxido de carbono (V.rCO2) se
comportaron de forma predecible para este sistema de cultivo. Durante la etapa
de crecimiento en batch el consumo de oxigeno aumentd en forma exponencial
llegando a un valor maximo de 0,14 mol Oz/h, luego los valores descendieron al
agotarse la FCE (glicerol). Sin embargo, al comenzar con la etapa de
alimentacion lineal con glicerol, los valores de consumo aumentaron
nuevamente, alcanzando un valor de 0,31 mol Oz/h y manteniéndose
aproximadamente constante durante toda la etapa. En cuanto a la fase de
induccidon, debido a que el consumo de metanol se encuentra directamente
relacionado con el consumo de oxigeno y generacion de la enzima recombinante,

se puede observar que el consumo fue entre 0,17 y 0,21 mol Oz/h.
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Figura 53. Perfil de consumo de O2 y generacion de CO2 en funcion del tiempo del cultivo de Pichia pastoris recombinante
en biorreactor
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Aungue las formas de las curvas de consumo de Oz y generacion de CO:2
son similares, esta Ultima se mantuvo por debajo de lo esperado. Esto puede
deberse a que los valores de CO:2 a la salida del reactor se encontraron

subestimados, cercanos al limite de deteccion del sensor (0 a 4 %).

Para relacionar los demas parametros medidos se realizé el perfil de

fermentacién como se muestra en la figura 54.
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Figura 54. Perfil de fermentacion en funcion del tiempo del cultivo de Pichia pastoris recombinante en biorreactor

( @) biomasa, ( ®) proteinas totales, ( ®) actividad inulinasa, ( @) glicerol
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Al evaluar la evolucion de la biomasa, medida por peso seco, se pudieron
observar tres secciones marcadas: una de crecimiento exponencial (cultivo
batch), una de crecimiento lineal (cultivo batch alimentado limitado en FCE) y
otra donde no hubo crecimiento (etapa de induccién de la proteina

recombinante).

En cuanto a la produccion de proteinas totales, se pudo observar un
aumento considerable una vez iniciada la inducciéon con metanol. Esto se debe a
que, en presencia de metanol, se induce la expresion del promotor pAOX1
originando la producciéon de la enzima recombinante. Se tomaron muestras a
diferentes tiempos y se analizaron por SDS-PAGE. Los resultados pueden

observarse en la figura 55.

PM (kDa)

120
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Figura 55. Electroforesis SDS-PAGE de la inulinasa recombinante producida por Pichia pastoris en biorreactor

Calles 1-6: Muestras tomadas a 0, 5, 10, 13, 16 y 24 h de induccién con metanol. Calle 7: marcador de peso molecular.

Como puede observarse en la figura, en las calles 1 a 6 que corresponden
a muestras tomadas a los 0, 5, 10, 13, 16 y 24 h de induccién con metanol se
visualizé una banda definida entre 80 y 120 kDa que fue incrementandose a lo

largo del tiempo.

El sistema de expresidn Pichia pastoris no secreta al medio de cultivo
considerables cantidades de proteinas enddégenas dado que no se visualizaron
en el analisis por SDS-PAGE.

Como puede verse en el apéndice 3, al final del proceso se logré alcanzar

una concentracion aproximada de 400 mg/l de proteinas totales en el
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sobrenadante. La actividad inulinasa comenz6 a ser detectable a partir de la
induccion con metanol. Se alcanzd una actividad maxima de 622,4 U/ml a las 24
horas de induccién, momento en que se cosechd el cultivo para la purificacién

de la enzima y su posterior caracterizacion.

La actividad enzimatica obtenida en biorreactor se muestra en la figura
56.
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Figura 56. Actividad inulinasa recombiante en funcion del tiempo de induccion

En este grafico se observa que la actividad inulinasa aumenta
considerablemente hasta las 24 h pero a partir de ahi el incremento de la
actividad enzimatica resulté menor al 10 % por lo que se decididé recuperar la

proteina a las 24 h.

La actividad inulinasa fue 42,5 veces mayor a la obtenida en matraces
Erlenmeyer (14,65 U/ml), esto se debe a que en el biorreactor se pueden
controlar el pH, el oxigeno disuelto y la concentracién de metanol en el medio y
por ende lograr mayor cantidad de biomasa microbiana. Estos resultados indican
gue se logré una actividad enzimatica 5000 veces mayor que la reportada para

el organismo silvestre en biorreactor (0,12 U/ml).

Existen varios reportes sobre la produccién de inulinasa recombinante en
biorreactor utilizando el sistema de expresion de Pichia pastoris. En la tabla 23

se presentan los informados en los ultimos afios.
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Tabla 23. Ejemplos exitosos de produccion de inulinasas recombinantes

Sistema L
de Actividad ~ Actividad
P inulinasa
Modo  ypresion inulinasa . Productividad Referencia
Microorganismo de Pichi. L especifica o
. ichia volumétrica (U/1/h) bibliografica
accion  pastoris (U/mg de
(U/mi) proteina)
Pichia guilliermondii Zhang et al.,
Exo 286,0 8873,0 3983,3
cepa 1 X-33 2009
Kluyveromyces
P. pastoris Ma et al.,
cicerisporus Exo 45,2 - 470,8
X-33 2016
CBS4857
Aspergillus niger P. pastoris Xu et al.,
Endo 858,0 286,0 7150,0
DSM 2466 KM71 2016
Penicillium P. pastoris Wang et al.,
Exo 272,8 389,7 1894,4
janthinellum BO1 X-33 2011
Aspergillus Niger P. pastoris He et al.,
Endo 1349,0 613,2 11241,0
CICIM F0620 KM71 2014
Aspergillus P. pastoris
Exo 622,4 1517 25933,3 Este trabajo
kawachii x-33

Los datos de la ultima fila corresponden a la inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308 producida en Pichia pastoris X-33,
objeto de estudio de esta tesis doctoral. El cilculo de productividad se realizé en base a tiempo de induccion del cultivo.

Como puede observarse, el valor de actividad enzimatica en U/ml para la
inulinasa de Aspergillus kawachii producida en Pichia pastoris X-33 resulté mas
alto que los valores reportados por los demas autores para exoinulinasas. Sin
embargo, los informados para endoenzimas expresadas en Pichia pastoris KM71
han sido mayores, pero los autores informaron que utilizaron la técnica de
optimizacién de codones, procedimiento que se utiliza para modificar la
secuencia de nucledtidos en el gen diana para replicar los codones que utiliza el
sistema de traduccién de la célula hospedadora sin que cambien los aminoacidos

de la proteina sintetizada.

Si se considera un tiempo de induccién de 24 h la productividad alcanza
un valor de 25933,3 de U/I/h, mientras que si se considera un tiempo de 45 h
la productividad resulta 18666,6 U/I/h. En base a estos resultados se decidid
finalizar el cultivo a las 24 h ya que disminuir el tiempo de cultivo representa

una ventaja operacional en la produccién de la enzima.
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Los resultados obtenidos en este proceso son prometedores para la
obtencidn a escala industrial. Una mayor productividad presenta ventajas para
estos procesos ya que se obtiene una mayor producciéon de enzimas por unidad
de volumen del biorreactor y, por lo tanto, un proceso mas eficiente y rentable.
Ademas, podrian encararse futuros estudios aplicando optimizacién de codones,
en vistas a obtener mejores resultados de actividad enzimatica para esta

inulinasa recombinante.

2. Purificacion de la inulinasa recombinante

Como material de partida para la purificacién de la enzima recombinante
obtenida se utilizd el sobrenadante del cultivo en biorreactor con actividad
inulinasa de 840 U/ml, pH 5, conductividad de 20.000 uS/cm y una coloracién
amarilla que fue disminuyendo durante el proceso de purificacion hasta
obtenerse una solucion translicida. El volumen utilizado desarrollar este proceso
fue de 100 ml.

En el primer paso de purificacion se utilizd una resina SP Sepharose FF
(intercambio catidnico). Teniendo en cuenta que la enzima silvestre resultd
estable a pH acido se decidio realizar la cromatografia a pH 3, dos unidades por
debajo del pl tedrico de la proteina. Este paso permitié obtener un rendimiento
de 80 % y aumentar 1,3 veces la actividad especifica de la inulinasa. Luego se
realiz6 un cambio de buffer para desalinizar la muestra y cambiar el pH a 5
utilizando una columna Sephacryl G25. Posteriormente la fraccion proteica con
actividad inulinasa se sometié a una cromatografia de intercambio anidnico
fuerte en una columna Q Sepharose HP. En este paso se observé un Unico pico
de absorbancia que present6 actividad enzimatica. En la figura 57 se muestra el

cromatograma obtenido en esta ultima cromatografia.
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Figura 57. Perfil de elucion en resina Q Sepharose HP con gradiente salino

Después de las cromatografias realizadas se calculéd el rendimiento
alcanzado que fue alrededor del 42 %, mientras que la actividad especifica

aumento en 2,2 veces.

En la tabla 24 se resumen los resultados obtenidos.

Tabla 24. Andlisis de los pasos implicados en la purificacion de la inulinasa recombinante

Pasos de Volumen Proteina Actividad Actividad Factor de Rendimiento
purificacion (ml) total (mg) total (U) especifica  purificacion (%)
(U/mg)
Extracto
crudo 500 72,5 84.000 1158 1,0 100
diluido 1/5
SP
Sepharose 190 44,3 68.040 1535 1,3 81
FF
Sephacryl 330 33,0 64.680 1960 1,7 77
G25
Q
Sepharose 60 13,7 35.280 2575 2,2 42
HP

La consideracién mas importante en el desarrollo de un esquema para
purificar una proteina son las aplicaciones que se pretende dar a esa proteina,

en este caso si es para uso alimentario, quimico o farmacéutico. Las etapas de
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purificacién son muy costosas por lo que la eleccidon del grado de pureza, en
mayor o menor medida, dependera de los procesos tecnoldgicos en los que se
incorpore la enzima. En este trabajo de tesis se realizaron los pasos de
purificacidn necesarios para la caracterizacidon bioquimica de la enzima
recombinante obtenida, considerando su potencial aplicacién en la industria

alimenticia.

La pureza de la preparacion enzimatica final se confirmé mediante SDS-
PAGE acoplado a un zimograma para detectar la actividad inulinasa, utilizando
sacarosa como sustrato. Los resultados de la corrida electroforética se muestran

en la figura 58.
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Figura 58. Electroforesis SDS-PAGE de la inulinasa recombinante purificada de Aspergillus kawachii producida en Pichia
pastoris

Calle 1: Zimograma que muestra actividad sacarolitica; Calle 2: estandar de peso molecular expresado en KDa; Calle 3:
enzima recombinante purificada.
El SDS-PAGE revel6 una Unica banda homogénea la cual exhibié actividad

frente a sacarosa, segun puede observarse en la zimografia.

De acuerdo con el anadlisis por SDS-PAGE, la inulinasa recombinante
obtenida presentdé un peso molecular de 97 kDa, superior al valor del peso
molecular tedrico de 59,63 kDa. Esto puede deberse al efecto de la glicosilacion,
ya que, como se describié anteriormente se encontraron 8 sitios potenciales

donde podria ocurrir esta modificacion.
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Ma et al. (2016) también determinaron que el peso molecular de una
exoinulinasa de K. cicerisporus expresada en Pichia pastoris X-33 fue de 90 kDa,
30 kDa mas grande que la masa molecular que habian predecido para la enzima.
También Zhang et al. (2009) determinaron que el peso molecular de una
exoinulinasa de P. guilliermondii también expresada en Pichia pastoris X-33 fue
de 57,6 kDa con 10 sitios potenciales de glicosilacidon, habiendo estimado un
peso molecular de 50 kDa para la inulinasa silvestre. Ambos informes sugieren
que los mayores pesos moleculares pudieron deberse a modificaciones

postraduccional de la enzima, como la glicosilacion.

3. Caracterizacion de la inulinasa recombinante

La fraccidn purificada de la proteina recombinante con actividad inulinasa
fue analizada por isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida utilizando un

gradiente de pH de 3 a 10. Los resultados se muestran en la figura 59.
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Figura 59. Isoelectroenfoque de la inulinasa recombinante purificada de Aspergillus kawachii producida en Pichia pastoris

Calle 1: Fraccién purificada de la inulinasa recombinante. Calle 2: Marcadores de pl

La fraccion purificada de la inulinasa recombinante presenté diferentes
isoformas con puntos isoeléctricos entre 4,2 y 5,3, que pueden vincularse con
los posibles sitios de glicosilacion, como se menciond anteriormente. Este
resultado concuerda con lo reportado por Holyavka et al. (2016) quienes

informaron que las inulinasas presentan puntos isoeléctricos entre 3,9 a 4,6.

Por otra parte, se determind la relacién sacarosa-invertasa / inulinasa (S
/ I) ya que es un valor util para determinar si la glicosilhidrolasa en estudio es

una invertasa o una verdadera inulinasa. Se ha establecido que si la relacion S
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/ I es superior a 100, la enzima en estudio es una invertasa; mientras que, si la
relacion es inferior a 100, la enzima es una inulinasa. En este estudio la relacidn
S/ Iresulté 2,0 £ 0,7 lo que indica que corresponde a una enzima con actividad

inulinasa (Sharma et al., 2002).

También se investigaron las caracteristicas bioquimicas de la inulinasa
recombinante y se comprobd que la enzima presentd un pH éptimo de 3 igual
gue la enzima silvestre y resulté estable en un rango de pH entre 3 y 9,5
manteniendo un 80 % de su actividad residual, como se observa en las figuras
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Figura 60. (A) Estabilidad de la inulinasa recombinante purificada de Aspergillus kawachii producida en Pichia pastoris (B)
Influencia del pH en la actividad de la enzima recombinante purificada

En ambos graficos, las barras de error representan el desvio estandar calculado de dos experimentos
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Al comparar el pH dptimo de esta enzima con otras inulinasas fungicas se
pudo comprobar que la mayoria presentan mayor actividad en un rango de pH
entre 4,5 y 7,0 (Singh et al., 2017). En cuanto a inulinasas recombinantes se
han reportado datos de una enzima de Pichia guilliermondii expresada en Pichia
pastoris X-33 que tiene una actividad maxima a pH 6,0, y fue estable entre
valores de pH 6,0-7,0 (Gong et al., 2008 y Zhang et al., 2009); y la inulinasa
de Aspergillus niger AF10 expresada en Pichia pastoris que tuvo un pH optimo
de 4,5 (Zhang et al., 2004). Estos resultados permiten resaltar el potencial de
esta inulinasa recombinante para ser utilizada en procesos biotecnolégicos a pH

acido, en condiciones en las que se evitaria la contaminacién microbiana.

Finalmente, al evaluar la estabilidad de esta inulinasa recombinante frente
a la temperatura pudo comprobarse que fue altamente estable a 55 °C, con 70
% de la actividad restante después de una incubacién de 3 h a esta temperatura.
Los resultados obtenidos se presentan en la figura 61.
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Figura 61. Efecto de la temperatura en la estabilidad de la inulinasa recombinante purificada de Aspergillus kawachii
producida en Pichia pastoris

(#):37°C, (8): 45°C, (¥):55°C, ( ): 65 °C
Las barras de error representan el desvio estandar calculado de dos experimentos

A 37, 45 y 55 °C la enzima recombinante no presentd diferencias
significativas (p<0,05) en la actividad inulinasa residual comparada con la
inulinasa silvestre. A 65°C la enzima recombinante resultd mas labil que la

silvestre, logrando retener sélo el 25 % de su actividad después de 15 minutos
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con una vida media de 25,6 minutos y un ks de 0,027+0,002, esto podria

deberse a que la enzima estudiada ha sido sometida a un proceso de purificacién.

Estas evidencias experimentales en conjunto indican que esta inulinasa
recombinante no presentd grandes cambios en sus caracteristicas bioquimicas
con respecto a la inulinasa silvestre. Esto resultd también interesante ya que,
segun lo reportado por Ma et al. (2019) exo-inulinasas expresadas en Pichia
pastoris, han presentado modificaciones postraduccionales que afectan la N-
glicosilacién y producen cambios en el plegamiento y la conformacion de las
proteinas, la expresidén secretora, la actividad enzimatica y la estabilidad. La
glicosilacién en diferentes sitios puede conducir a efectos opuestos sobre la

actividad enzimatica.

En vista del posible efecto de ciertos iones metalicos sobre la actividad de
la enzima recombinante, se estudié el efecto de diferentes cationes a igual

concentracion. La Tabla 25 muestra las actividades residuales obtenidas.

Tabla 25. Efecto de los cationes metdlicos a una concentracion de 1 mM en la actividad de la inulinasa recombinante de
Aspergillus kawachii

Metales catidonicos Actividad residual (%)

Sin cationes 100,02 + 3,1 b¢
Ca?* 99,84 £ 3,8°

Fe3+ 86,19 £ 1,5°

Hg?* 23,35+ 1,6°

K+ 103,41 £2,2°¢

Mn2+ 105,39 £ 1,7 ¢

Zn%* 106,06 £ 0,8 ¢

Los datos se muestran como actividad residual (%) de tres determinaciones con sus respectivos DS. Medias con una letra
comun no son significativamente diferentes (p<0,05).

La presencia de Zn?*; Mn?*; y K* aumenté levemente la actividad
enzimatica, mientras que el Hg?* produjo una notable inactivacién, efecto similar

al mostrado por la inulinasa silvestre.

Se estudid el comportamiento cinético de la enzima en funcién de la
concentracion de inulina. La inulinasa recombinante de Aspergillus kawachii
mostro la tipica cinética de Michaelis-Menten, con los valores Kv y Vmax con
inulina como sustrato, que presentaron valores de 1,35 mM y 2673
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hgmol/min/mg de proteinas, respectivamente. Estos valores se determinaron

utilizando la transformacién Lineweaver-Burk como se muestra en la figura 62.
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Figura 62. Grdfico de Lineweaver-Burk para estimar los pardmetros cinéticos de la inulinasa recombinante usando inulina
como sustrato

Las barras de error representan el desvio estandar calculado de tres experimentos.

Las inulinasas han demostrado gran divergencia entre los valores de Km y
Vmax reportados en la bibliografia. Es posible que la multiplicidad de formas de
esta enzima explique estas diferencias, entre ellos se pueden citar: una
exoinulinasa de Kluyveromyces cicerisporus expresada en Pichia pastoris X-33,
con valores Ku y Vmax para inulina de 0,322 mM y 4317 pmol/min/mg de
proteina, respectivamente (Ma et al., 2015), una exoinulinasa de Aspergillus
ficuum expresada en Escherichia coli con valores de Kv Y Vmax de 7,1 mM y

1000,0 £ 0,1 pymol min/mg de proteina, respectivamente (Chen et al., 2013).

4. Ensayos para aplicaciones de la inulinasa recombinante

Debido a que la produccion de FOS ha ganado interés comercial por sus
propiedades funcionales y su caracter prebidtico surgié la necesidad de realizar
estos ensayos de manera de generar informacion para la obtencién de estos

compuestos de interés para la produccién industrial.

4.1 Actividad fructosiltransferasa

Se ensayd la capacidad de la inulinasa recombinante para sintetizar FOS
a partir de sacarosa. Los productos del ensayo de actividad fructosiltransferasa

fueron analizados por HPLC y, a modo de ejemplo, en la figura 63 se muestran
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los cromatogramas de dos muestras, una muestra obtenida a los 60 minutos y

otra a los 180 minutos.
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Figura 63. Perfil de HPLC obtenido del producto de la actividad fructosiltransferasa a partir de sacarosa.
(A) Muestra obtenida a los 60 minutos, (B) Muestra obtenida a los 180 minutos
La hidrdlisis de la sacarosa produce una glucosa libre, mientras que la

fructosa es retenida por la enzima para formar un intermediario fructosil-enzima.

Si el siguiente aceptor es agua, la reaccion da como resultado los productos de
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hidrolisis de fructosa y glucosa. Sin embargo, si el siguiente aceptor es un
fructano (sacarosa, GF2 o GF3), el resto de fructosa se transfiere y da como una

molécula FOS con aumento del grado de polimerizacién.

Los cromatogramas obtenidos mostraron la presencia de FOS que fueron
identificados como una serie de picos en el rango de 12 a 15 minutos de elucioén.
Al comparar los cromatogramas obtenidos, se pudo observar un aumento de la
concentracion de los productos de sintesis, sin embargo, en las condiciones
estudiadas, a los tiempos de elucién de 4,8 y 5,2 minutos, se observan picos

gue se corresponden con los productos de hidrdlisis glucosa y fructosa.

Se han informado exoinulinasas con actividad fructosiltransferasa, Goosen
et al. (2008) reportaron una exoinulinasa de Aspergillus niger N402 con un 91
% de similitud con la reportada por Arand et al. (2003) producida por Aspergillus
awamori. La actividad de transfructosilacion se detectd con sacarosa y pequefias
moléculas oligoméricas como 1-kestosa y nistosa. El aumento de la
concentracion de sustrato (100 mM a 1 M) dio como resultado un aumento en
la actividad de transfructosilacion.

La similitud de la inulinasa recombinante con la exo inulinasa de
Aspergillus awamori estudiada por Arand et al. (2003) no se correspondié con la
actividad fructosiltransferasa detectada en estos estudios. Estos investigadores
no tuvieron evidencias de esta actividad enzimatica cuando analizaron
concentraciones de 50 a 200 mM de sacarosa. Esto puede deberse a que se
conoce que la reaccién de transfructosilacion se produce predominantemente a
concentraciones de sacarosa superiores a 500 mM (Kim et al., 1996), mientras
gue la misma enzima tiene una accién hidrolitica a concentraciones menores de

sacarosa.

Aunque se han reportado un gran numero de fuentes de
fructosiltransferasas para la produccion de FOS, aun no hay en el mercado una
preparacidon enzimatica con esta actividad principal por lo que seria interesante
continuar con estudios de manera de optimizar la reaccién para la obtencién de

estos compuestos.
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4.2 Hidrdlisis de fructanos de agave

Se estudié la actividad enzimatica de la inulinasa recombinante sobre
distintas concentraciones de soluciones de fructanos de agave crudos, obtenidos

de la industria tequilera mexicana. Los resultados se muestran en la tabla 26.

Tabla 26. Andlisis de hidrdlisis de fructanos de agave en funcion del tiempo

Concentracion Maximo % de hidrdlisis a las 24 h
(g/1)
200 86
400 95
700 75

Al evaluar las tres concentraciones de fructanos de agave utilizadas, se
observé que la mejor condicion de hidrdlisis se produjo cuando la concentracion
del sustrato fue de 400 g/l a las 24 horas de reaccién obteniendo una
degradacién del 95 %. Al aumentar la concentracién a 700 g/l el maximo
porcentaje de hidrdlisis obtenido fue 75 %. Esto podria haber ocurrido debido a

una inhibicién por producto.

Posteriormente se compard la hidrélisis en dos jugos de agave crudos,
subproductos de la elaboracion de miel de agave de 160 g/| con azlcares totales
de dos empresas tequileras mexicanas utilizando, por un lado, la inulinasa de
Aspergillus kawachii IFO 4308 producida en Pichia pastoris recombinante y por
otras células permeabilizadas de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-5088
productora de inulinasa, a diferentes concentraciones enzimaticas (250 U/g y
125 U/g y a 50 °C. Los resultados se presentan en la tabla 27.
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Tabla 27. Mdximos porcentajes de hidrdlisis en jugos de agave crudos para inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308
producida en Pichia pastoris y células permeabilizadas de K. marxianus NRRL Y-5088

Unidades Méximo % de
Enzimas Sustrato enzimaticas (U/g hidrélisis a las 24
de sustrato) h

Inulinasa

jugo de agave (Empresa 1) 125 85,3 %
recombinante
Células de K.

jugo de agave (Empresa 1) 125 70,2 %
marxianus
Inulinasa

jugo de agave (Empresa2) 250 88,7 %
recombinante
Células de K.

jugo de agave (Empresa 2) 250 67,6%
marxianus

El porcentaje de hidrélisis fue mayor para la enzima recombinante de
Aspergillus kawachii que para las células inmovilizadas de Kluyveromyces
marxianus NRRL Y-5088.

Por otra parte, para la concentracién de 250 U de actividad inulinasa, la
hidrolisis aumenté hasta las 6 h (aproximadamente 85 %) y luego se mantuvo
practicamente constante mientras que, a la concentracién de 125 U, el
porcentaje de hidrdlisis fue menor en ese tiempo (aproximadamente 70%) pero
permanecié en aumento hasta las 24 horas donde alcanzé un valor préximo del
85 %.

Estos resultados no sélo demostraron la capacidad de hidrdlisis que posee
la inulinasa recombinante sobre un residuo crudo obtenido de la industria
tequilera, en donde el sustrato se encuentra con impurezas y en un medio hostil
para la enzima, sino que, ademas, se obtuvo un alto porcentaje de degradacién
sin la necesidad de otras enzimas como suele utilizarse actualmente en los

procesos industriales (Arrizon et al., 2012).

Los biocatalizadores comerciales que actualmente se utilizan en estas
industrias tienen como principal desventaja sus rendimientos variables cuando
se usan subproductos industriales, tales como jugo de agave crudo (menos del
80 % de hidrdlisis), mientras que la inulinasa recombinante mostré rendimientos

superiores a 80 %. Esta caracteristica la hace prometedora para su uso en las
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industrias productoras de derivados de agave, razén por la que se presentd una
patente ante el Instituto Mexicano de Propiedad Industrial.

4.3. Inmovilizacion de la enzima inulinasa en esferas
de quitosan

4.3.1. Activacion de esferas de quitosan

La activacion de las esferas de quitosan con glutaraldehido se realizé con
la finalidad de introducir grupos carbonilos en la superficie del quitosan para que
interaccionen con los grupos aminos de la inulinasa y reducir las interacciones
entre esta proteina y el soporte mediante el distanciamiento de la enzima con la
superficie del polimero. El uso de glutaraldehido tiene la ventaja de proporcionar
al menos un separador de 5 atomos entre la matriz del soporte y la enzima. Este
espaciador es vital en la catalisis de sustratos macromoleculares como la inulina
(Singh et al., 2017).

En el esquema de la figura 64 se muestra la interaccion entre los

componentes de este sistema utilizado.

@-NH#OHC (CHz)1CHO ™= @-NHFC‘HC (CHz);CHO

Esferas de qutosan  Glutaraldehido Esferas de quitosan activadas

@—NH; ZOHC (CH2):CHO +NH: —@

#—NH2=OHC (CHz):HC =NH: —@

Figura 64. Esquema del sistema de inmovilizacion utilizado

Adaptado de Singh et al. (2017)

Con el objetivo de determinar los parametros éptimos para la activacién
de las esferas de quitosan se realizé un disefio factorial completo 22 + estrella
donde se estudiaron diferentes concentraciones del glutaraldehido desde 1 % a

5 % vy a diferentes intervalos de tiempo desde 2 a 10 horas.
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Las condiciones experimentales y el porcentaje de inmovilizacién de la

enzima inulinasa en las esferas se muestran en la tabla 28.

Tabla 28. Disefio central compuesto del porcentaje de inmovilizacion de la enzima recombinante

Orden Glutaraldehido Tiempo de Inmovilizaciéon de

(% v/v) activacion enzima (EI %)
(h)
1 5 10 78,2
2 1 10 78,0
3 5 2 72,1
4 3 0,3 64,9
5 3 6 87,0
6 0,17 6 86,0
7 1 2 72,1
8 3 6 90,0
9 3 6 85,9
10 3 11,6 75,0
11 3 6 88,2
12 3 6 86,1
13 5,83 6 83,0

El modelo matematico de segundo orden (cuadratico) obtenido para este
disefio, establece una relacién empirica entre el rendimiento de inmovilizacidn
(variable dependiente) y la concentracion de glutaraldehido y tiempo de
activacion de las esferas de quitosan (variables independientes), relacién que se

representa en la siguiente ecuacién:

EI (%) = + 87,40 - 0,53 * A + 3,27 * B - 2,01 * A2 - 9,26 * B?

Este modelo fue evaluado estadisticamente mediante andlisis de varianza
para ver el grado de ajuste a los datos experimentales. Los resultados se

muestran en la tabla 29.
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Tabla 29. Resultado del andlisis de varianza del disefio factorial empleado.

Factores Suma de Grados de Cuadrado Valor F Valor P
cuadrados libertad medio

Modelo 689,08 5 137,82 39,95 < 0,0001

A-conc. Glut. 2,25 1 2,25 0,65 0,4459

B-tiempo 85,43 1 85,43 24,76 0,0016

AB 0,00 1 0,00 0,00 1,0000

A2 28,17 1 28,17 8,17 0,0244

B2 596,83 1 596,83 173,00 < 0,0001

Residual 24,15 7 3,45

Falta de ajuste 12,95 3 4,32 1,54

Error puro 11,20 4 2,80

Error Total 713,23 12

DS 1,86 R2

Promedio 80,46 R? ajustado

Estos resultados indican que, de los factores analizados, el tiempo de
activaciéon fue significativo (p<0,05), mientras que, la concentracién de
glutaraldehido no resulto significativa. Con respecto a los términos cuadraticos,

el tiempo y la concentracion de glutaraldehido tuvieron un efecto significativo
(p<0,05).

Por otro lado, la suma de cuadrados del error puro resultd minima con
respecto a la suma de cuadrados del error total, indicando buena
reproducibilidad en el punto central. Con respecto al coeficiente de
determinacién, R?, indicé que el modelo explica 96,61 % de la variabilidad en %
de inmovilizacién. El estadistico R? ajustado, que es mas adecuado para

comparar modelos con diferente nUmero de variables independientes, resultd
94,20 %.

La prueba de falta de ajuste, disefiada para determinar si el modelo
seleccionado es adecuado para describir los datos observados o si deberia usarse
un modelo mas complicado, tomé un valor de 0,33 (p > 0,05) por lo que el
modelo resultdé adecuado para describir los datos observados al nivel de

confianza del 95,0 %. El grafico de superficie de respuesta obtenido se presenta
en la figura 65.
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Figura 65. Superficie de respuesta para la inmovilizacidn de enzimas en funcidn de la concentracion de glutaraldehido y el
tiempo de activacion para la inmovilizacion de inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308 producida en Pichia pastoris, en
esferas de quitosan

Color rojo: 90 % de inmovilizacion, color azul: 65 % de inmovilizacién. Las lineas de un mismo color del plano inferior indican
isorespuesta.

Nuevamente, el grafico muestra que la concentracién de glutaraldehido
no presentd ningun efecto sobre el porcentaje de inmovilizacién de la enzima.

En cuanto al tiempo de activacidén el mayor porcentaje de inmovilizacién
se encontrd en los experimentos llevados a cabo durante de tiempo de activacion
correspondiente al nivel 0 del disefio (6 h). Tiempos insuficientes de activacion
del soporte podrian haber generado pocos grupos activados para que se lleve a
cabo el entrecruzamiento, por el contrario, tiempos excesivos de activacion
podrian haber causado interacciones covalentes multipunto perjudiciales que
podrian llevar a la desnaturalizacidén de la enzima o aumento de la rigidez de la
molécula debido al incremento de la formacion de enlaces covalentes.

Los resultados obtenidos mostraron un valor éptimo para el porcentaje de
inmovilizacién al usar 30 g/I de glutaraldehido y 6 h de tiempo de activacion y

fueron los seleccionados para los posteriores estudios.
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4.3.2. Efecto del tiempo en la inmovilizacidon enzimatica

Se estudié cdmo afecta el tiempo de contacto entre la enzima y las esferas
de quitosan, al porcentaje de inmovilizacion de la inulinasa recombinante. En la

figura 66 se muestran los resultados.
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Figura 66. Efecto del tiempo en la inmovilizacion de la inulinasa recombinante

Medias con distintas letras indican que son significativamente diferentes (p<0,05). Las barras de error representan el
desvio estandar calculado de dos experimentos

Puede observarse que el porcentaje de inmovilizacion aumenta
significativamente con el tiempo durante las 4 primeras horas, alcanzando un
maximo de 85 % a las 16 h y manteniéndose sin incrementos en horas

posteriores.

Algunos autores han reportado tiempos similares de mayor porcentaje de
inmovilizacién en esferas de quitosan utilizando glutaraldehido, entre ellos Singh
et al. (2017) que informaron un porcentaje de inmovilizacién de 56 % a las 12
h para una inulinasa de K. marxianus YS-1 y Trivedi et al. (2015) que reportaron
un tiempo de contacto éptimo de 18 h y un porcentaje de inmovilizacion de 76,4

% para una inulinasa de Aspergillus tubingensis CR16.

4.3.3. Efecto de la carga enzimatica en la inmovilizacion

Se evalué cémo incide la concentracién de enzima con respecto a la
actividad inulinasa inmovilizada y el porcentaje de inmovilizacion. En la figura

67 se observa que el rendimiento de inmovilizacién aumentd hasta 85 % para
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una carga de 150 U/g soporte ya que, a mayor carga enzimatica no se observo
un aumento en el rendimiento de inmovilizacidén. La actividad de la inulinasa
inmovilizada aumenté hasta 200 U/g soporte alcanzando un valor de actividad
de 145 U/g soporte, que representa un 83 % de rendimiento. Si bien esta
eficiencia disminuye a la vez que la carga enzimatica aumenta, se decidio utilizar
una concentracién de 200 U/g soporte para los estudios de caracterizacion de la

enzima.
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Figura 67. Efecto de la carga enzimdtica sobre la actividad inulinasa recombinante inmovilizada y el porcentaje de
inmovilizacion

(m)EI %, (M) Actividad inulinasa inmovilizada
Medias con distintas letras indican que son significativamente diferentes (p<0,05). Las barras de error representan el
desvio estandar calculado de dos experimentos

Es posible que, debido a la inmovilizaciéon, algunos grupos activos
permanezcan no expuestos a altas concentraciones de carga enzimatica. En
estudios previos, Curcio et al. (2014) reportaron que la actividad catalitica de la
enzima usualmente disminuye debido a la alteracién de la estructura
tridimensional de la proteina o por el efecto microambiental causado por el
soporte y el sistema enzima-sustrato; mientras que Valerio et al. (2013) también
han sugerido que a mayor concentracién enzimatica los sitios de unién del
soporte se saturan con la enzima lo cual lleva a una limitacién por el fendmeno

de difusion.

Los resultados obtenidos de la cantidad de U de enzima/ g soporte son

comparables con los publicados por Trivedi et al. (2015) quienes informaron que
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obtuvieron una carga optima de 132 U/g soporte y un rendimiento de
inmovilizacién de 66 %, Yewale et al. (2013) que informaron 83 U/ml para una
inulinasa de Aspergillus niger NCIM 945 inmovilizada en esferas de quitosan,
Nguyen, et al. (2011) que informaron 291 U/g soporte para una endoinulinasa
de Aspergillus niger. Otros autores han reportado cantidades muy superiores

utilizando soportes mas novedosos (Garlet et al., 2014, Neeraj et al., 2017).

Luego de seleccionar las condiciones 6ptimas de la inmovilizacion de la
inulinasa en esferas de quitosan (3 % de glutaraldehido, 6 h de tiempo de
activaciéon, 16 h de tiempo de inmovilizacidon y una concentraciéon enzimatica de
200 U/g de soporte) se procedid a caracterizar el sistema estudiando estabilidad
frente a la temperatura, pH 6ptimo, reutilizacién de la enzima y su aplicacién

frente a la hidrdlisis de inulina.

Se determiné la estabilidad térmica de la inulinasa inmovilizada incubando
la enzima a diferentes temperaturas entre 37 y 65 °C por 180 minutos y
determinando su actividad residual. Los resultados obtenidos a 65 °C se

compararon con la enzima libre y se muestran en la figura 68.
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Figura 68. Actividad enzimdtica residual de la enzima inulinasa recombinante libre e inmovilizada

(®) inulinasa libre ( V') inulinasa inmovilizada
Las barras de error representan el desvio estandar calculado de dos experimentos

Estos resultados indican que la pérdida de actividad fue menor para la
enzima inmovilizada que para la enzima libre. A los 120 minutos, a 65 °C, la
inulinasa libre no exhibié actividad enzimatica residual, mientras que la inulinasa

inmovilizada exhibié alrededor del 45 % de actividad residual que se mantuvo
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hasta los 180 minutos, donde alcanzé un valor del 40 %. A las otras
temperaturas estudiadas no se encontraron diferencias con respecto a los
resultados obtenidos para la enzima libre, reteniendo 100 % de la actividad a
37 °C y 80 % de actividad a las temperaturas de 45 y 55 °C respectivamente.
La vida media de la enzima inmovilizada se estimd, a partir de una cinética de
primer orden a una temperatura de 65 °C, en 126 minutos y un kd de
0,0055+0,0005.

Un aspecto de sumo interés en el campo de la tecnologia enzimatica es el
mejoramiento de la termoestabilidad de las enzimas. Las reacciones que se
llevan a cabo a altas temperaturas poseen mayor velocidad de catalisis,
favoreciendo ademas la transferencia de masa debido a que al aumentar la
temperatura se incrementa la solubilidad del sustrato y se disminuye la

viscosidad del medio de reaccién (Matsumoto & Ohasi, 2003).

La inmovilizacién es una de las estrategias mas utilizadas para estabilizar
térmicamente a las enzimas. Varios autores coinciden en que la formacion de
interacciones covalentes entre la enzima y el soporte de inmovilizacién
incrementan la rigidez conformacional de la estructura proteica y, por ende, su
resistencia a ser desnaturalizada por un tratamiento térmico (Singh et al.,
2013).

En este trabajo se selecciond la carga que presentdé mayor actividad
inulinasa/g de soporte a los fines de poder estudiar el sistema, pero en caso de
utilizarse la inmovilizacion en un proceso industrial, la condicién mas
conveniente deberia elegirse a partir de la evaluacidon de los costos-beneficios

operativos.

Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con los reportados por
Gill et al. (2006) que han informado que una inulinasa de Aspergillus fumigatus
inmovilizada en varios soportes retuvo entre el 68 y el 72 % de actividad a 60
°C por 48 h mientras que la libre sdélo retuvo el 32 % a la misma temperatura y
tiempo. También coinciden con el estudio de Tanriseven & Aslan (2005) que
reportaron la inmovilizacion de una inulinasa comercial que retuvo el 30 % de
actividad enzimatica a 75 °C mientras que la enzima libre perdié completamente

la actividad a esta temperatura.
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Los resultados obtenidos al evaluar el pH O6ptimo de la inulinasa
recombinante inmovilizada indicaron que a un pH de 3 mostraba actividad

enzimatica maxima, coincidente con el valor de pH de la enzima libre.

Los grupos amino protonados (-NHs*) del quitosan le confieren un
caracter cationico por lo que las enzimas inmovilizadas en materiales a base de
este polisacarido presentan su maxima actividad a valores de pH mas bajos con
respecto a la enzima libre. Cuando se agrega glutaraldehido como agente
bifuncional se inducen reacciones de entrecruzamiento entre la enzima
inmovilizada y el soporte, produciendo que, el efecto de desplazamiento del pH
optimo de catalisis hacia zonas acidas no sea significativo. Dicho
comportamiento se atribuye a que los grupos amino del quitosan estan muy
poco disponibles para protonarse debido a que interaccionan con los agentes
entrecruzadores utilizados (Dhananjay & Mulimani, 2008). Esto puede explicar

el comportamiento de la inulinasa recombinante en este estudio.

Otro factor importante para la aplicacién de enzimas inmovilizadas es
evaluar la capacidad de su reutilizacién. Desde el punto de vista econdmico, esta
posibilidad representa una gran ventaja con respecto al uso de enzimas en forma
soluble que son desechadas después de un solo uso, agregandole un mayor

costo financiero al proceso.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 69.
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Figura 69. Reutilizacion de inulinasa recombinante inmovilizada en esferas de quitosdn

Las barras de error representan el desvio estandar calculado de dos experimentos
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Estos resultados indican que cuando la inulinasa recombinante se unié al
quitosan hubo una minima pérdida después de 12 ciclos de reutilizacion
manteniéndose la actividad residual, en el ultimo ciclo, en el 75 %, lo que
representa una mayor estabilidad operacional en comparacién con la enzima
libre.

El uso repetido del sistema catalitico provoca que la fuerza de los enlaces
establecidos entre la enzima y el soporte se debilita provocando pérdidas en
actividad por desprendimiento de la enzima, ademas la alta frecuencia de
interaccion entre el sustrato y el sitio activo causa distorsion que resulta en una
disminucion en la eficiencia catalitica. El enlace formado entre la inulinasa
recombinante y el quitosan resulté ser lo suficientemente estable para evitar
desprendimientos de la enzima y con ello mantener la eficiencia catalitica del

sistema durante 12 ciclos de uso.

4.3.4. Hidrdlisis de inulina

Para estudiar la aplicacién de la enzima inmovilizada se llevd a cabo un
analisis comparativo de la hidrélisis de inulina durante 24 h utilizando la enzima

libre y la enzima inmovilizada. Los resultados se presentan en la figura 70.
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Figura 70. Porcentaje de hidrdlisis utilizando inulina como sustrato, de inulinasa recombinante libre e inmovilizada en
esferas de quitosdn

(A) inulinasa libre, (®) inulinasa inmovilizada.
Las barras de error representan el desvio estandar calculado de dos experimentos
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Puede observarse que el maximo porcentaje de hidrdlisis para la enzima
inmovilizada fue de 87 % que corresponde a 174 g/l de azlcares reductores y

150 g/I de fructosa, a partir de las 4 h de reaccién.

Estos resultados son comparables con los obtenidos por Singh et al.
(2017) que reportaron la hidrdlisis de inulina en sistema batch donde obtuvieron
83,6 % de hidrdlisis ( 47 g/| de azucares reductores y 42, 5 g/| de fructosa) para
la enzima inmovilizada utilizando 5 % (p/v) de inulina a las 5 h de cultivo y
Yousefi Mokri et al. (2019) que reportaron que, bajo condiciones optimizadas,
pudieron lograr 80 % de hidrdlisis de inulina para la enzima inmovilizada
utilizando 20 % de sustrato (160 g/l de fructosa).

Son necesarios mayores estudios para poder encontrar tanto las
condiciones optimas de hidrdlisis de la inulina tanto en sistemas batch como
continuos. Estos ensayos son solo aproximaciones que se pueden utilizar como
base para investigaciones futuras sobre la aplicacién de la inulinasa en la

produccién industrial de fructosa.

Conclusiones del capitulo

Un factor importante para obtener una produccién éptima de la enzima
recombinante fue evaluar las condiciones de cultivo. Efectivamente al trabajar
con un biorreactor a escala de laboratorio se logré mejorar la produccién de la
enzima con respecto a cultivos en matraces Erlenmeyer. Los ensayos de cultivo
en biorreactor ofrecen un mayor control de parametros para la produccién de

proteina heterdloga y un escalado adecuado hacia una posible comercializacion.

El hospedador elegido pudo excretar al medio extracelular la inulinasa
recombinante, esto facilitd su posterior purificacion mediante etapas sencillas.
Ademas, se logrd una integracién gendmica estable, alta densidad celular, rapido

crecimiento en medios definidos y econémicos.

La inulinasa recombinante presentd las mismas propiedades bioquimicas
gue la enzima nativa, resultdé funcional con niveles de produccion de actividad
enzimatica aumentada 5000 veces y se logré un incremento en la productividad
de aproximadamente 3500 veces con respecto a los reportados para el

organismo silvestre.
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En cuanto al procedimiento de inmovilizacién se pudo comprobar que
confiere la estabilidad térmica y acida a la enzima, lo que podria ser conveniente
en términos de hidrolisis continua de inulina. Ademas, la reutilizacion de la

enzima podria lograrse después de este proceso de inmovilizacién.

La enzima recombinante presentd actividad fuctosiltransferasa que le

confiere interés industrial para la obtencidon de FOS a partir de sacarosa.

Los valores de produccidn de inulinasa recombinante obtenidos junto con
las caracteristicas bioquimicas que presentd la enzima, permiten que se la
considere como una proteina con posibilidad de ser empleada en procesos
industriales dado que fue capaz de hidrolizar fructanos de agave en

subproductos de la industria tequilera.
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CONCLUSIONES GENERALES

Este estudio aporta informacidn cuantitativa relevante sobre la produccion

de una inulinasa de Aspergillus kawachii IFO 4308 expresada en el sistema de

expresion Pichia pastoris X-33. También provee informacidon acerca de las

caracteristicas mas relevantes de la enzima, el cultivo en biorreactor, la

inmovilizacién y sus posibles aplicaciones.

En particular permitié arribar a las siguientes conclusiones:

Aspergillus kawachii IFO 4308 fue capaz de producir una inulinasa
utilizando extracto de yacén como fuente de carbono y energia, que
implica una alternativa basada en sustratos vegetales que se
convierten en un factor clave para reducir costos y aumentar la
competitividad en la produccion de enzimas.

Se utilizdé una estrategia de optimizacion de una variable a la vez
del medio de cultivo para la produccion de la enzima inulinasa, asi
se logrd duplicar la actividad enzimatica.

El extracto enzimatico obtenido se caracterizé6 como exoinulinasa y
las caracteristicas mas sobresalientes resultaron ser su amplia
estabilidad al pH en condiciones desde neutras hasta muy acidas y
su termoestabilidad. A 65 °C presentd una vida media de 75
minutos.

Aspergillus kawachii IFO 4308 produjo la enzima inulinasa en
minimas concentraciones en cultivo en biorreactor (124,1 mU/ml y
una productividad de 2,59 U/I/h), por lo que decididé su clonado.

La estrategia exitosa de clonado en Pichia pastoris X-33 fue a partir
de ADN gendmico, una vez que se elimind el intrén. Se encontrd un
clon que presentd un incremento de 150 veces mas actividad
inulinasa con respecto a la cepa de Aspergillus kawachii silvestre en
escala de matraces Erlenmeyers.

El cultivo en biorreactor del clon seleccionado logré niveles de
producciéon enzimatica de 622,4 U/ml y una productividad de
25933,3 U/I/h. Estos resultados podrian atribuirse a una

combinacion sinérgica de la eleccion del sistema de expresion y el
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establecimiento de las condiciones de produccion.

e La inmovilizacion de la inulinasa recombinante en esferas de
quitosan confirio un aumento en la termosestabilidad de la enzima
a 65 °C con una vida media de 126 minutos, permitiendo la
reutilizacién lo que otorga una ventaja operacional.

e La enzima recombinante presenté actividad fuctosiltransferasa que
le confiere interés industrial para la obtencién de FOS a partir de
sacarosa.

e Los valores de produccién de inulinasa recombinante obtenidos
junto con las caracteristicas bioguimicas que presenté la enzima,
permiten que se la considere como una proteina con posibilidad de
ser empleada en procesos hidrdlisis de fructanos de agave en

subproductos de la industria tequilera.
La experiencia adquirida y los resultados obtenidos en este trabajo de

tesis doctoral presentan la posibilidad de continuar con las aplicaciones

industriales de la enzima recombinante, optimizando procesos y costos.
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APENDICES

APENDICES

APENDICE 1 (Capitulo II)

1. Alineamiento de secuencia de gen inulinasa de A. kawachii y

A. awamori

Sombreado en amarillo se indica el péptido sefial, en celeste el intrén, y en gris el codén

de terminacion.

ATGGCTCCTCTGTCGAAGGCCCTAAGTGTTTTTATGTTGATGGGCATTAC

atggctcctctgtcgaaggccctaagtgtttttatgttgatgggcattac

ATATGCCTTCAACTATGACCAGCCTTATCGTGGTCAATACCATTTCTCAC

atatgccttcaactatgaccagccttatcgtggtcaataccatttctcac

CCCAGAAGAACTGGATGAATGACCCCAATGGGCTCTTATACCACAATGGA

cccagaagaactggatgaatgaccccaatgggctcttataccacaatgga

ACCTACCATCTGTTCTTCCAATACAACCCTGGTGGCATCGAGTGGGGAAA

acctaccatctgttcttccaatacaaccctggtggcatcgagtggggaaa

agcctgttgcceccttctggecccgaggatttggcagecgatgtcaccgagatyg

TACTTCAGCGGAAGTGCTGTTGCCGATGTCAACAACACGAGTGGCTTTIGG

pPPICO:

inul

PPICY:

inul

PPICY:

inul

pPPICO:

inul

PPICY:

inul

pPPICO:

inul

PPICY:

inuAK

inuAK

inuAK

inuAK

inuAK

inuAK

inuAK
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tacttcagcggaagtgctgttgccgatgtcaacaacacgagtggectttgg

GAAGGACGGCAAGACACCCCTAGTCGCCATGTATACTTCCTATGTACCTA

gaaggacggcaagacacccctagtcgccatgtatacttcctat—-——————-

CCCATTTCCGGACCATTTCTAGCATGCATATCACTAACAGTAGCATCCTA

GTACCCCGTTGCGCAAACATTGCCGAGTGGCCAAACCGTCCAAGAAGACC

gtaccccgttgcgcaaacattgccgagtggccaaaccgtccaagaagacce

AGCAATCACAGTCCATCGCCTACAGTICTTGACGATGGTCTAACATGGACG

agcaatcacagtccatcgcctacagtcttgacgatggtctaacatggacg

ACATACGATGCCGCCAATCCAGTCATCCCCAACCCTCCCAGCCCTTATGA

acatacgatgccgccaatccagtcatccccaaccctcccagcecccttatga

agctgaataccagaacttccgggacccctttgtgttctggcacgacgaat

CCCAGAAATGGGTGGTTGTCACGAGCATAGCCGAGCTGCACAAACTCGCG

cccagaaatgggtggttgtcacgagcatagccgagctgcacaaactcgeg

ATCTACACTTCCGACAACCTCAAAGACTGGAAGCTAGTGAGCGAGTTCGG

atctacacttccgacaacctcaaagactggaagctagtgagcgagttcgg

TCCTTACAACGCGCAAGGCGGAGTGTGGGAGTGTCCCGGACTTGTCAAAC

tccttacaacgcgcaaggcggagtgtgggagtgtcccggacttgtcaaac

APENDICES

inul

PPICY9: inuAK

inul

pPPICY9: inuAK

inul

PPPICY9: inuAK

inul
PPICY9: inuAK
inul
PPICY9: inuAK
inul
pPPICY9: inuAK
inul
PPICY9: inuAK
inul
PPICY9: inuAK
inul
PPICY9: inuAK
inul
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TCCCCCTTGACAGCGGAAACTCCACAAAATGGGTCATCACAAGCGGACTG

tcccecttgacagcggaaactccacaaaatgggtcatcacaagcggactg

AACCCTGGTGGTCCCCCAGGCACTGTCGGCTCCGGAACCCAGTACTTCGT

aaccctggtggtcccccaggcactgtcggctccggaacccagtacttcegt

gggagagttcgacggaaccacattcacgcctgacgccgacacagtgtacc

CAGGAAACTCCACCGCAAACTGGATGGACTGGGGCCCGGACTTTTATGCC

caggaaactccaccgcaaactggatggactggggcccggacttttatgece

GCAGCTGGTTACAATGGCCTCTCGCTGAACGACCACGTCCATATTGGCTG

gcagctggttacaatggcctctcgctgaacgaccacgtccatattggcectg

GATGAACAACTGGCAGTATGGCGCAAACATCCCTACCTACCCCTGGCGCA

gatgaacaactggcagtatggcgcaaacatccctacctacccctggegea

GCGCCATGGCCATTCCCCGCCACATGGCCCTAAAGACCGTTGGCAGCAAA

gcgccatggccattccccgccacatggccctaaagaccattggcagcaaa

GCAACCCTAGTCCAGCAACCCCAGGAAGCGTGGTCTTCTATCTCGAACAA

gcaaccctagtccagcaaccccaggaagcgtggtcttctatctcgaacaa

GCGTCCGATCTATTCACGCACATTCAAGACTCTCTCTGAAGGCTCCACCA

gcgtccgatctattcacgcacattcaagactctctctgaaggctccacca

ACACAACCACAACCGGAGAGACATTCAAAGTGGACTTGAGTTTCTCTGCT

pPIC9:

inul

pPIC9:

inul

pPIC9:

inul

pPIC9:

inul

pPIC9:

inul

pPIC9:

inul

pPIC9:

inul

pPIC9:

inul

pPICY:

inul

pPIC9:

APENDICES

inuAK

inuAK

inuAK

inuAK

inuAK

inuAK

inuAK

inuAK

inuAK

inuAK
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acacaaccacaaccggagagacattcaaagtggacttgagtttctctgcet

AAGTCTAAGGCCTCAACATTTGCAATTGCCCTCCGAGCATCCGCCAACTT

aagtctaaggcctcaacatttgcaattgccctccgagcatccgccaactt

CACCGAGCAGACCCTCGTTGGCTATGACTTCGCCAAGCAGCAAATCTTCC

caccgagcagaccctcgttggctatgacttcgccaagcagcaaatcttcce

ttgaccgtacacactccggagacgtgtcattcgatgagaccttcgcgagce

GTCTATCATGGACCTCTGACGCCGGATAGCACTGGTGTGGTGAAGTTGAG

gtctatcatggacctctgacgccggatagcactggtgtggtgaagttgag

caaccctgacggctcagattttcccaagcagtgatgcggttcacgecccgt

CTGGCGTICTACTGGTGGAACTACCGAGGATGTTAGAGCTGACATCTACAA

ctggcgtctactggtggaactaccgaggatgttagagctgacatctacaa

GATTGCTTCGACGTGGAAATTGA

Gattgcttcgacgtggaaattga

inul

pPIC9:

inul

pPIC9:

inul

pPIC9:

inul

pPIC9:

inul

pPIC9:

inul

pPIC9:

inul

pPIC9:

inul

pPIC9:

inul
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inuAK

inuAK

inuAK

inuAK

inuAK

inuAK

inuAK

inuAK
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2. Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas de A.
kawachii IFO 4308 y secuencias aminoacidicas de hongos
cercanos filogenéticamente.

Letras sombreadas en rosa presentan igual porcentaje de identidad.

Secuencias conservadas se encuentran subrayadas. Las secuencias que corresponden a
inulinasas usadas en el alineamiento fueron Aspergillus awamori (CAC44220.1);
Aspergillus niger (A2R0EQ.1); Aspergillus ficuum (ADM21204.1).

10 20 30 40 50

* * * * *

A. kawachii MAPLSKALSVFMLMGITYAFNYDQPYRGQYHFSPQKNWMNDPNGLLYHNG
A. awamori MAPLSKALSVFMLMGITYAFNYDQPYRGQYHF SPOKNWMNDPNGLLYHNG
A. niger MARLLKAVTVCALAGIAHAEFNYDQPYRGQYHF SPOQKNWMNDPNGLLYHNG
A. ficuum MARLLKAVTVCALAGIAHAFNYDQPYRGQYHF SPOKNWMNDPNGLLYHNG
60 70 80 90 100

* * * * *

A. kawachii TYHLFFQYNPGGIEWGNISWGHAISEDLTHWEEKPVALLARGFGSDVTEM
A. awamori TYHLFFQYNPGGIEWGNISWGHAISEDLTHWEEKPVALLARGFGSDVTEM
A. niger TYHLFFQYNPGGIEWGNISWGHATSEDLTHWEEQPVALLARGYGSDVTEM
A. ficuum TYHLFFQYNPGGIEWGNISWGHATSEDLTHWEEQPVALLARGYGSDVTEM
110 120 130 140 150

* * * * *

A. kawachii YFSGSAVADVNNTSGFGKDGKTPLVAMYTSYYPVAQTLPSGQTVQEDQQS
A. awamori YFSGSAVADVNNTSGFGKDGKTPLVAMYTSYYPVAQTLPSGQTVQEDQQS
A. niger YFSGSAVADVNNTSGFGKDGKTPLVAMYTSYYPVAQTLPSGQTVQEDQQS
A. ficuum YFSGSAVADVNNTSGFGKDGKTPLVAMYTSYYPVAQTLPSGQTVQEDQQS
160 170 180 190 200

* * * * *

A. kawachii QSIAYSLDDGLTWTITYDAANPVIPNPPSPYEAEYQONFRDPEFVEWHDESQK
A. awamori QSTAYSLDDGLTWTTYDAANPVIPNPPSPYEAEYQONFRDPFVEWHDESQK
A. niger QSTAYSLDDGLTWTTYDAANPVIPNPPQPYQAQYQONFRDPFVEFWHDESQK
A. ficuum QSIAYSLDDGLTWTTYDAANPVIPNPPQPYQAQYQONFRDPFVEFWHDESHK
210 220 230 240 250

* * * * *

A. kawachii WVVVISIAELHKLAIYTSDNLKDWKLVSEFGPYNAQGGVWECPGLVKLPL
A. awamori WVVVTISIAELHKLAIYTSDNLKDWKLVSEFGPYNAQGGVWECPGLVKLPL
A. niger WVVVTISIAELHKLAIYTSDNLKDWKLVSEFGPYNAQGGVWECPGLFKLPL
A. ficuum WVVVTISIAELHKLAIYTSDNLKDWKLVSEFGPYNAQGGVWECPGLFKLPL
260 270 280 290 300

* * * * *

A. kawachii DSGNSTKWVITSGLNPGGPPGTVGSGTQYFVGEFDGTTFTPDADTVYPGN
A. awamori DSGNSTKWVITSGLNPGGPPGTVGSGTQYFVGEFDGTTFTPDADTVYPGN
A. niger DGGSSTKWVITSGLNPGGPPGTVGSGTQYFVGEFDGTTFTPDADTVYPGN
A. ficuum DGGSSTKWVITSGLNPGGPPGTVGSGTQYFVGEFDGTTFTPDADTVYPGN
310 320 330 340 350

* * * * *

A. kawachii STANWMDWGPDFYAAAGYNGLSLNDHVHIGWMNNWQYGANIPTYPWRSAM
A. awamori STANWMDWGPDFYAAAGYNGLSLNDHVHIGWMNNWQYGANIPTYPWRSAM
A. niger STANWMDWGPDFYAAAGYNGLSIKDHVHIGWMNNWQYGANIPTYPWRSAM
A. ficuum STANWMDWGPDFYAAAGYNGLSIKDHVHIGWMNNWQYGANIPTYPWRSAM
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kawachii
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kawachii
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niger
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360 370 380 390 400

* * * * *
ATPRHMALKTIGSKATLVQQOPQEAWSSISNKRPIYSRTFKTLSEGSTNTT
ATPRHMALKTIGSKATLVQQOPQEAWSSISNKRPIYSRTFKTLSEGSTNTT
ATPRHLALKTINNKTTLVQQOPQEAWSSISSKHPLYSRTYSTFSEGSTNAS
ATPRHLALKTINNKTTLVQOPQEAWSSISSKHPLYSRTYSTFSEGSTNAS

410 420 430 440 450

* * * * *
TTGETFKVDLSFSAKSKASTFAIALRASANFTEQTLVGYDFAKQQIFLDR
TTGETFKVDLSFSAKSKASTFATIALRASANFTEQTLVGYDFAKQQIFLDR
TTGETFRVDLSFSATSKASTFATIALRASANFTEQTLAGYDFAKQQIFLDR
TTGETFRVDLSFSATSKASTFATIALRASANFTEQTLAGYDFAKQQIFLDR

460 470 480 490 500

* * * * *
THSGDVSFDETFASVYHGPLTPDSTGVVKLSIFVDRSSVEVFGGQGETTL
THSGDVSFDETFASVYHGPLTPDSTGVVKLSIFVDRSSVEVEGGQGETTL
TKSGDVSEFDNTFASVYHGPLVPDSTSMVRLSIFVDRSSVEVEGGQGETSL
TKSGDVSFDNTFASVYHGPLVPDSTGMVRLSIFVDRSSVEVFGGQGETTL

510 520 530

* * *
TAQIFPSSDAVHARLASTGGTTEDVRADIYKIASTWN
TAQIFPSSDAVHARLASTGGTTEDVRADIYKIASTWN
TAQIFPSNDAVHARLVSTGGATEDVRVDVHNITSTWN
TAQIFPSNDAVHARLVSTGGATEDVRVDVHNITSTWN
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APENDICE 2 (Capitulo II)

Informes de los resultados del analisis de las proteinas
expresadas en Pichia pastoris por Mapeo peptidico realizados en
el Instituto Pasteur de Montevideo.

Se presentan los resultados del clon 1y 2

Institut Pasteur de Montevideo

Instituto de Investigaciones Biolégicas Clemente Estable, Facultad de Ciencias

Unidad de Bioquimica y Protedmica Analiticas

Nombre: Mariana Chesini

Fecha: 05-07-2012

Objetivo del analisis:

Identificacion de proteinas por mapeo peptidico.

Datos relevantes:

Peptide mass fingerprinting of protein selected spots was carried out by in-gel trypsin treatment Sequencing-grade
Promega) overnight at 37°C. Peptides were extracted from the gels using 60 % acetonitrile in 0.2 % TFA,
concentrated by vacuum drying and desalted using C18 reverse phase micro- columns (OMIX Pippete tips, Varian).
Peptide elution from micro-column was performed directly into the mass spectrometer sample plate with 3
ul of matrix solution(a-cyano-4-hydroxycinnamic acid in 60 % aqueous acetonitrile containing 0.2 % TFA)

Mass spectra of digestion mixtures were acquired in a 4800 MALDI-TOF/TOF instrument (Applied Biosystems) in
reflector mode and were externally calibrated using a mixture of peptide standards (Applied Biosystems). Collision-
induced dissociation MS/MS experiments of selected peptides were performed.
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Proteins were identified by NCBInr database searching with peptide m/z values using the MASCOT program and
using the following search parameters: monoisotopic mass tolerance, 0.05 Da; fragment mass tolerance, 0.25 Da;
methionine oxidation, as possible modifications and one missed tryptic cleavage allowed.

Utilizando datos de ms y ms/ms, se identificaron las siguientes proteinas:

Rotulo de la Masa Proteina identificada por EM Masa mol.
muestra mol. en tedrica
el gel (kDa.)
(kDa.)
Clon1 37 “Exo-Inulinase From Aspergillus awamori”’ 57
Clon 2 37 “Exo-Inulinase From Aspergillus awamori” 57
Clon 3 32 “Exo-Inulinase From Aspergillus awamori” 57
Clon 5 34 “Exo-Inulinase From Aspergillus awamori” 57
Muestra: clon1
Placa: Junio 2012
Posicion : P18

Espectro de masa obtenido en modo reflector positivo

(seleccionar imagen y aumentar el zoom para ver la imagen correctamente)

Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

4700 Reflector Spec #1 MC=>BC=>MC[BP = 662.3, 2550)

»u

A A Lacaled " LA B . T JIJ

—
w7 e wn imn un

712.2374,713.4340, 757.4622

791.4418 ions(175.1467, 183.1590, 184.0869, 190.0791, 200.1938, 211.1625, 254.1586, 268.1435,
311.3027, 367.2566, 530.3359, 538.3397, 548.3182, 589.4381, 598.2991, 602.9982, 605.3966, 617.3917,
635.3922, 637.2827, 637.5491, 720.4551, 731.3680, 732.2431)
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801.4880, 804.2672, 832.2973, 834.3021, 845.0967, 845.5189, 849.4703, 861.0655, 877.0406, 902.4639,
919.4920, 933.5660, 949.5384, 1072.0867, 1381.7711, 1383.6991, 1446.6747, 1475.7544, 1526.1991,
1526.7150, 1707.7622

1886.9412 ions(159.0965, 173.1174, 174.1218, 187.1204, 213.1700, 226.1397, 228.1209, 230.1286,
243.0804, 245.1641, 257.1390, 258.1475, 259.0960, 268.1771, 286.1983, 348.2446, 355.1605, 385.2732,
426.0960, 426.2506, 483.2506, 513.3002, 548.2621, 555.2745, 584.2617, 612.1962, 635.3701, 641.3198,
641.4520, 804.4649, 821.4574, 892.5135, 1021.5940, 1066.6505, 1228.7393, 1246.7147, 1250.7079,
1339.8015, 1375.6772, 1502.8040)

1890.9316, 1891.9413, 1902.9277, 1908.9247, 1918.9288, 1924.9135, 1994.9647, 2064.9639

2891.4033 ions(175.1148, 200.1182, 209.0772, 215.1216, 220.1102, 237.1423, 246.1694, 247.1683,
256.1676, 308.1678, 366.1510, 383.2089, 387.1204, 403.1597, 414.1607, 458.1635, 482.2895, 484.1391,
502.2034, 536.2506, 553.3224, 555.3709, 650.3324, 651.3292, 668.1971, 668.4170, 694.2021, 755.2722,
755.4529, 922.4673, 939.4752, 1069.5896, 1086.4528, 1086.7089, 1310.6111, 1327.8171, 1398.8828,
1500.8169, 1613.0654, 1714.1371, 1815.2310, 2001.3353, 2244.4060, 2472.7063, 2489.6873, 2490.4590,
2493.0063, 2717.3240, 2735.1260)

2913.3726, 2917.3718, 2918.3972, 2919.4221

3050.4233 ions(210.5271, 221.0858, 231.1315, 237.4607, 239.1060, 240.0966, 245.0000, 272.9440,
361.1561, 383.1408, 389.2042, 398.2464, 485.2274, 488.1095, 503.2676, 506.1748, 524.1932, 535.3707,
553.2210, 553.3468, 590.3868, 802.4472, 1113.8105, 1152.5165, 1170.7435, 1307.8586, 1470.8987,
1569.9890, 1656.9670, 1728.1268, 1744.0165, 1853.0507, 1876.2616, 1881.0721, 1938.1208, 1976.3098,
2105.3630, 2121.2163, 2221.4365, 2232.2798, 2249.4458, 2250.2969, 2461.4170, 2553.5193, 2554.6467,
2807.2891, 2814.5452, 2922.9172)

3073.3806

Search Parameters

Type of search : Sequence Query
Enzyme : Trypsin
Variable modifications : Oxidation (M)
Mass values : Monoisotopic
Protein Mass : Unrestricted

Peptide Mass Tolerance : * 0.05 Da
Fragment Mass Tolerance: * 0.3 Da

Max Missed Cleavages : 1
Instrument type : MALDI-TOF-TOF
Number of queries : 41

Resultado del analisis utilizando el motor de busqueda Mascot
(www.matrixscience.com)
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Mascot Score Histogram

lons score is -10°Log(P), where P 15 the probability that the observed match is a random event
Indrdual tons scores > 53 mdicate identity or extensive homology (p<0.05)
Protein scores are denved from ions scores as a non-probabalstic basis for rankong protem hats

Naber of Hits
-
w

° e —r—r—7—r——r—7—r—r— - B—
o 100 200 300
Protein Score

Peptide Swunary Report

Protein Summary (deprecated) v Hep
Sigraficance threshold p< 0.05 Max number of hits 20
Standard scorng © MudPIT scoring O lons score or expect cut-off 0 Show sub-sets 0

Show pop-ups @ Suppress pop-ups O Sort unassigned Decreasing Score v | Require bold red [

[_Setectaut | [ SelectNone | [ Search Selected | CJErvor tolerant

1. 91114787237 Mass: $9134 Score: 273 Matches: 3(3) Sequences: 3(3)
exo-inulinase (Aspergillus awamori)
[ Check wo include this hit in error tolerant search

Query Observed DMr(expt) Mr(calc) Delta Miss Score Expect Rank Unigque Peptide
2] 26 1886.9412 1885.933% 1885.953 -0.01% o M 3. Te-0 1 u K. ATLVOOPOEANSSISHNK. R
Ea S 2891.4033 2890.3960  2890.4097 -0.0137 L} 120 4. 4e-99 1 v R.SSVEVPGGOGETTLTAQIF PSSDAVIGR . L
40 30%50.4233 3049.4160 3049.4306 -0.014% L 69 0.0003% 1 u R. THSGOVSFDETFASVYHGPLTPDSTGVVK. L

Link al resultado:

http://www.matrixscience.com/cgi/master results.pl?file=../data/20120705/FtGmCGHET.dat#Hit
11

Link al protein summary:

http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20120705%2FFtGmCGHE
T.dat&REPTYPE=protein& sigthreshold=0.05&REPORT=20& minpeplen=7& server mudpit switc
h=99999999& ignoreionsscorebelow=0& showsubsets=0& showpopups=TRUE& sortunassigned
=scoredown& requireboldred=0

Link al protein view:

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20120705%2FFtGmCGHET.
dat&hit=1

Conclusion: En esta muestra se identifica de manera estadisticamente significativa la
proteina “Exo-Inulinase From Aspergillus awamori”
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Muestra: clon 2
Placa: Junio 2012
Posicion : P19

Espectro de masa obtenido en modo reflector positivo

(seleccionar imagen y aumentar el zoom para ver la imagen correctamente)

Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

4700 Reflector Spec #1 MC=>BC=>MC[BP = 2892.3, 14061)

148

»4 - -
“; ; BS, ; R R ¥ R 8 ‘
w:nlml' § B B°F L 2 48 g ff |8

fion s D4 ™A T T e

791.4414, 801.4790, 804.2623, 832.2932, 834.2971, 845.0799, 845.5060, 849.4672, 861.0538, 867.0598,
877.0301, 889.5314, 902.4609, 919.4883, 933.5530, 949.5321, 977.5773, 1072.0676, 1078.0768, 1206.5771,
1381.7657, 1446.1748, 1446.6666, 1475.7377, 1525.6852, 1526.1869, 1534.6731

1886.9171 ions(173.0712, 215.0602, 226.1198, 227.1191, 228.1242, 240.1314, 257.1460, 261.1276,
268.1919, 286.1899, 341.1783, 355.1448, 357.2236, 364.3088, 369.1308, 385.2846, 426.1702, 426.2854,
513.2045, 525.6251, 530.3417, 538.3056, 548.2957, 584.2540, 623.3785, 635.3362, 641.3837, 699.4160,
740.3953, 768.3365, 821.4341, 875.4535, 892.5052, 995.5787, 1021.5552, 1022.0571, 1066.5858,
1211.7551, 1212.6433, 1228.7449, 1246.7119, 1250.6866, 1253.7795, 1339.7966, 1374.7593, 1375.8826,
1503.8461, 1504.7452)

1890.9135, 1891.9139, 1902.9138, 1908.9020, 1914.9181, 1918.9104, 1924.8911, 1993.9359, 2064.9265,
2426.0830, 2442.0815, 2490.1187, 2706.1003, 2874.4114

2891.3521 ions(175.1064, 200.0860, 209.0882, 226.0740, 227.0957, 229.0808, 246.1427, 256.1017,
308.1427, 323.1467, 366.1415, 383.1920, 403.1516, 458.1568, 482.2715, 502.2032, 536.2485, 553.3138,
557.2033, 650.3350, 651.3153, 668.2917, 668.4183, 669.3034, 694.3126, 922.4244,939.5091, 1069.5188,
1086.6392, 1182.6080, 1199.7006, 1310.7147, 1398.8309, 1482.8153, 1499.9388, 1613.0280, 1714.1055,
1815.1913, 2001.3707, 2489.4829)

2908.3308, 2913.3201, 2917.3450, 2918.3691, 2919.3806, 2936.3049, 3034.4443

3050.3689 ions(155.0670, 175.1213, 195.0784, 209.0755, 227.0821, 230.0727, 239.1072, 246.1060,

301.0825, 360.2059, 383.1053, 498.1141, 553.2668, 597.1752, 669.3565, 684.2012, 802.4479, 903.3665,
1113.6584, 1170.6770, 1307.7594, 1309.5797, 1309.8793, 1470.8766, 1569.9507, 1581.8198, 1657.0288,
1728.0781, 1743.9838, 1854.0453, 1875.2153, 1881.0590, 1938.0817, 1976.2163, 2087.3105, 2105.3403,
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2107.2388, 2121.2092, 2148.3098, 2150.2092, 2205.3652, 2221.3103, 2231.3130, 2233.2075, 2249.2949,
2461.4219, 2464.3130, 2536.6682, 2553.5923, 2812.6902)

3072.3354,3077.3711, 3216.4617

Search Parameters

Type of search : Sequence Query
Enzyme : Trypsin
Variable modifications : Oxidation (M)
Mass values : Monoisotopic
Protein Mass : Unrestricted

Peptide Mass Tolerance : * 0.08 Da
Fragment Mass Tolerance: * 0.3 Da

Max Missed Cleavages : 1
Instrument type : MALDI-TOF-TOF
Number of queries : 54

Resultado del analisis utilizando el motor de bisqueda Mascot
(www.matrixscience.com)

Mascot Score Histogram
Ions score is -10*°Log(P), where P is the probabaity that the observed match is a random event

Indrwidual 1ons scores > 51 indicate identity or extensive homology (p<0.05)
Protan scores are denived from 1ons scores as a non-probabiistic basis for rankang proten hats

i
51

Peptide Swmunary Report

Peptide Summary ] Help
Significance threshold p< 0.05 Max. number of hits 20
Standard scoring © MudPIT scoring O lons score or expect cut-off 0 Show sub-sets 0

Naber of Mits

g e —

—r—— R
00

200 »
Protein Score

Show pop-ups © Suppress pop-ups O Sort unassigned Decreasing Score || Require bold red [

[ Select All ] [ SoledNoneJ [ Search Selected ] [JEror tolerant

1. gi114787237 Mass: 59134 Score: 281 Matches: 3(3) Sequences: 3(3)
exo-inulinase (Aspergillus avamori)
[[) check to include this hit in error tolerant search

Query Observed Mr(expt) Mr (calc) Delta Miss Score Expect Rank Unigue Peptide

28 1886.9171 1885.9098 1885.9534 -0.0433 L 61 0.1 1 u K. ATLVOQPOEAWSSTISHK. R
~ 43 2891.3521 2890.344% 2890.4097 -0.0649 0 14 2.1e-10 1 u R.SSVEVFGGOGETTLTAQIFPSSDAVIGR . L
S1 3050.3689 3049.3616 3049.4306 -0.068%9 o 87 5.2¢-06 1 u R. THSGOVSIDETF ASVYHGPLTPDSTGVVK. L

Link al resultado:

http://www.matrixscience.com/cgi/master results.pl?file=../data/20120705/FtGmCGEalL.dat

Link al protein summary report:

194



APENDICES

http://www.matrixscience.com/cgi/master results.pl?file=..%2Fdata%2F20120705%2FFtGmCGEaL
.dat&REPTYPE=protein& sigthreshold=0.05&REPORT=20& minpeplen=7& server mudpit switch
=99999999& ignoreionsscorebelow=0& showsubsets=0& showpopups=TRUE& sortunassigned=
scoredown& requireboldred=0

Link al protein view:

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20120705%2FFtGmCGEalL.
dat&hit=1

Conclusion:

o En esta muestra se identifica de manera estadisticamente significativa a la proteina
“Exo-Inulinase From Aspergillus awamori”.
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APENDICE 3 (Capitulo III) Cultivo de Pichia pastoris en biorreactor de 5 I. Resultados de las

mediciones realizadas

i . , Actividad
Musstra Tiempo | Volumen rom %0, %0, % C0, salca ro, v¥ro, rco, v¥reo, Gicerol (g} pH Biomasa DO Proteinas inulinasa
(h) (m) disuelto | salida (mol/t*h) | (mol/h) | (mol/i*h) | (mol/h) ()| fooomm) | (mg/)
10 0,0 3000 300 89,30 20,95 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 333 54 1,10 24 -
T1 158 2975 300 43,60 20,45 0,24 0,00 0,01 0,00 0,01 284 56 1,50 29 4
T2 178 2948 300 32,20 20,22 033 0,01 0,02 0,00 0,01 27,1 56 2,07 54 3
] 19,5 2921 350 28,00 19,72 0,61 0,01 0,03 0,00 0,01 26,1 55 2,62 8,0 4
T4 21,5 2895 410 28,10 19,01 1,02 0,02 0,05 0,01 0,02 234 52 4,39 148 6
15 230 2870 469 27,90 1831 143 0,02 0,07 0,01 0,03 20,2 51 6,35 10,8 7
T6 250 2845 630 27,60 17,21 2,15 0,03 0,10 0,02 0,05 16,0 56 9,84 219 17
7 26,5 2845 779 28,10 1549 3,35 0,05 0,14 0,03 0,08 54
8 285 2845 507 32,80 17,75 2,75 0,03 0,08 0,02 0,07 51
19 29,2 2855 752 25,20 11,52 5,66 0,08 0,24 0,05 0,13 03 51 20,02 751 24
T10 38,8 3243 961 19,10 02 48 54,36 246,0 29
Ti1 39,8 3255 961 18,20 9,04 6,98 0,09 0,30 0,05 0,16 00 47 5791 3190 93
T12 40,8 3268 954 18,70 9,27 6,88 0,09 0,29 0,05 0,16 09 48 62,89 308,0 115
T13 418 3289 960 18,70 8,56 7,14 0,09 031 0,05 0,16 34 48 66,11 358,0 123
T14 2,2 3289 41 148
T15 438 3261 872 33,70 12,92 6,38 0,06 0,20 0,05 0,15 00 51 63,03 2935 189
T16 45,0 3261 518 32,00 12,85 510 0,06 021 0,04 0,12 0,0 55 -
17 454 3264 800 24,60 - - 00 56
T18 458 3250 800 26,70 12,60 4,90 0,07 021 0,03 0,11 00 56 63,63 290,0 185 61,0
T19 46,7 3252 799 26,60 12,76 4,88 0,06 021 0,03 0,11 0,0 57 293,5 194 82,1
T20 472 3249 800 29,10 1341 4,38 0,06 0,19 0,03 0,10 00 57 3330 192 100,5
121 513 3264 798 33,80 14,29 363 0,05 017 0,03 0,08 00 53 57,92 3200 234 2098
122 62,0 3315 801 34,80 14,22 3,56 0,05 0,18 0,02 0,08 00 54 59,86 326,0 355 4520
123 63,8 3321 800 38,20 15,50 313 0,04 0,14 0,02 0,07 00 53 354,0 347 -
T24 64,6 33% 801 38,60 15,02 3,07 0,05 0,16 0,02 0,07 00 52 3395 431 4397
T25 65,5 3314 798 39,50 00 51 57,58 3175 250 585,7
126 66,5 3317 799 40,30 1433 3,58 0,05 0,18 0,03 0,08 00 50 3330 396 573,2
127 67,5 3320 802 4180 15,08 338 0,05 0,16 0,02 0,08 0,0 49 3260 325 5724
T28 69,0 3315 800 40,80 14,44 3,52 0,05 0,17 0,02 0,08 00 48 62,63 332,5 401 6224
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