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Capitulo 1. Introduccion

CAPITULO 1

Introduccion general

1. Sustancia pécticas y enzimas pectoliticas

1.1. Polisacéridos de la pared celular

La pectina es uno de los polisacaidos condituyentes de la pared cdular de plantas
superiores. Ademés de pecting, la paed posee cdulosa, xiloglucanos —xilanos
ardbinoxilanos, aabinanos, adbinogdactanos, gdactanos,  glucanos,  glicoproteings,
(gdacto)-glucomananos y lignina 1, 2, 3, 4 ° Edos polisacaidos, en conjunto, son los
compuestos organi cos encontrados en mayor cantidad en la naturadeza

Estan comprendidos en tres grupos principales. cdulosa, hemicdulosay pectina

La cdulosa condituye la fraccion mayor en la pared cdular en conjunto y conda de
cadenas linedes (no ramificadas) de glucosa en uniones b 1-4. Las cadenas de cdulosa
estén ordenadas en fibras y son las responsables de mantener larigidez de la pared cdular.

La hemicdulosa es un grupo més heterogéneo de polisacaridos y como td, es €
segundo en cantidad. Los componentes principaes de la hemicdulosa varian dependiendo
dd tipo de veged d que petenezcan. En caredes y madera duras € componente
mayoritario es d xilano, € cud e compuesto de un esqueeto de xilosas unidas en enlace
b 1-4 que puede edar subgtituido con diferentes grupos laterdes taes como L-arabinosa, D-
gelactosa, acetilos y residuos de &cido glucurénico ©. En maderas més blandas y también en
dgunas duras s encuentra una Segunda edructura de hemicdulosas compuestas por
(gdacto)-glucomananos los que estan formados por un esqueleto de glucosas y manosas
unidas por enlacesb- 1-4 y contienen residuos |aterales de galactosa .

El tercer gryoo de polisacaridos de la pared cdular es la pectina la cud esta formada
por un esqueleto de residuos de &ido gdacturénico (GALA) unidos en enlaces a-1-4. La
cadena de poligdacturonico (PGA) eda interrumpida por resduos de ramnosa unidos por
enlaces a-1-2. EStos residucs de ramnosa suelen tener unidas largas cadenas laterdes de L-
adbinosa y D-gdactosa En dgunas pectinas (provenientes de remolacha y manzana) las
cadenas laterdes suden terminar en &cido ferdlico unido d O5 de la arabinosa 0 d O-2 de
lagdactosa

1.2 Sustancias pécticas.

1.2.1. Nomenclaturay composicion.
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Higdricamente, la nomendatura de la pectina y sudancias pécticas ha sdo muy
confusa debido a la gran cantidad de nombres dados a las diferentes formas encontradas de
las mismas dependiendo del modo por € cud hubieran do producidas.

Se utiliza gengrdmente d témino “sustancias pécticas” como una denominacion de
grupo para los polisac&ridos complgos provenientes de teidos vegetades y que contienen en
SuU composicion quimica una gran proporcidon de unidades de &cido gdacturénico formando
cadenas. Los grupos carboxilos pueden estar parcidmente edterificados con metanol 'y
parcid 0 completamente neutrdizados por una 0 més bases. El término abarca a los éteres
de metoxilos (la pectind), las cadenas no metoxiladas (los acidos pécticas) y las sdes (los
pectetos) junto con cietos polisscaidos neutros (arabinanos, aabinogdactanos Y
gdactanos) que no poseen € esqudeto de poligdacturonano y que etén normadmente
asociados alapectina
Protopectina: (PP) se utiliza para denominar a la sudancia péctica insoluble en agua
presente en tgidos vegetdes que origina pectina o pectatos solubles por depolimerizacion
parcid. No puede ser extraida dd tejido vegeta por métodos no degradativos.

Pectina HM y pectina LM son términos utilizados para pectinas comercides de dto y bgo
contenido de metoxilos utilizadas como agentes gelificantes ®.
. Las pectinas son heteropolisacaidos complgos que contienen dos regiones definidas

Regiones lisas. esdn compuestas principamente por los esqueletos de restos de &cido
poligdacturonico edterificados 0 no con metanol en & C-6 y/o con acético en G2. A edta
edructura se le denomina homogdacturonano (HG). La figura 1.1 muestra una porcion de
laregion dd esqueleto carbonado de las regiones lisss.

COOCH; COOCHz COOCHz

e ey ay e e

— CHs

-0

O-O

Figura 1.1: Estructura norma del homogalacturonano
encontrado en las regiones lisas de la pectina. EI nimero de
restos metilados y/o acetilados depende de la fuente de la cual
se obtuvo la pectina.

La edeificacion de los grupos carboxilo dd GALA con metanol es una caracterigica
muy importante que le confiere ala pectina sus propiedades esructurdes y funcionaes.

Como paametro de la cantidad de grupos ederificados con metanol se usan
dternaivamente dos unidedes didintas, d grados de edeificacion y d contenido de
metoxilos El grado de ederificacion s define como la cantidad de grupos carboxilos
pertenecientes a los restos de GALA edeificados en rdacion a su nimero totd. El
contenido de metoxilos = cdcula rdacionando la masa totd de grupos metoxilos en
relacion a la masa totd de restos de GALA (esterificados 0 no). Un grado de edterificacion
de 100 % (todos los grupos carboxilos neutralizados con metanol) se corresponde con un
contenido de metoxilo de 16.32 %.

El porcentge de restos de GALA ederificados varia enormemente dependiendo de la
fuente de la cud s haya extraido e incduso dentro del mlsmo tgido veged. Vdores
habituadmente encontrados son: 75 % para semillas de colza 1°, 32% en papay cebolla * 12,
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71 % en manzana =3, 55 % en remolacha 12, 13 % en pera =3, 68 % en mango 3 64 % en
citricos ™3, 17 % en girasol 13 y en hojas de tabaco la pectina no esta esterificada .

Como puede vearse, d grado de edterificacion raramente supera d 70 %. Pectinas con
dto contenido de grupos metoxilo o gdifican en presencia de  concentraciones
rdaivamente dtas de azlcar y en medio &ido. Con pectinas de bgo contenido de
metoxilos en cambio se produce la gdificacion en ausencia de azlicar 9 exiden cieta
concentracion de iones. En relacion a ese paanero s diferencian dos categorias, a las
pectinas con un contenido de metoxilos mayor del 8 % (grado de edterificacion mayor de
50) s las denomina pectina HM (high methoxil) o smplemente pectinas y aguellas con un
contenido de metoxilos menor que 8 %, pectines LM (low methoxil). En € extremo inferior
de la escda de grado de metilacion se encuentran |os pectatos o acidos pécticos.

Regiones pilosas. poseen un esqueeto de ramnogaacturonano (RG) compuesto de
dimeros (unidos entre S por enlaces a-1-4) de &ido gdacturonico en union a-1-2 con
ramnosa * 2. La composicion en azucares varia ampliamente dependiendo de cud sea la
fuente de la cud se obtuvo la pectina. El porcentge totd de ramnosaes de 1 - 4 %. A estos
resduos de ramnosa se unen otros azucares formando largas cadenas laterdes. Los més
comunes son D-gdactosa, L-arabinosa aungque pueden encontrarse pero con una frecuencia
mucho menor D-xilosa, D-gucosa, D-manosa, L-fucosa y &cido D-glucuronico e induso
agunos azlicares raros como 2-O-metilfucosa, 2-O-metilxilosa, asi como la pentosa gpiosa
y dgunas cadenas de azucares &cidos ramificados como d 3-C-carboxi-5-deoxi-L-xilosay
&cido  2-ceto- 3-deoxi-D-meno-octulosonico. Estos  Ultimos, més extraiios, suden estar en
cadenas cortas de no més de tres residuos 2,'°3. La figura 2.1 muedtra la estructura basica
del ramnoga acturonano.

OR: o)
CHz
COOH
OR. o o
CHs o
COOH OH
OR o fo) OR;
CHs | |
COOH OH ORy
OR o o OR;
CH3 O
COOH OH ORy
0 Fu

OH ORy

OR1

Figura 2.1: estructura esquemética del esqueleto de ramno-
galacturonano. R; puede ser H o grupos acetilo (-CO-CH3). R,
puede ser H 0 una seria de cadenas de composicién y tamafio
variable dependiendo de lafuente delapectina.

Los azucares més comunes encontrados en R,, gdactosa y arabinosa, aparecen en
cadenas edructurdmente complgas con estructuras dd tipo arabinano y arabinoga actano,
edas cadenas pueden tener un largo condderable y se unen d esqueeto de PGA por
enlaces glicodidicos d O-4 u O-3 de la ramnosa 0 d O-2 u O-3 de agunos resduocs de
GALA.
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También es variable d porcentge de restos de ramnosa ramificada (dentro de las zonas
pilosas): entre 25%g 100 % en pectina de manzana *°, 30-50% en hojas de tabaco 1710-50
% en zanahoria 18,1°, 20-40% en repollo 18, menos de 30% en wvas 29 60 % en remolacha 2.,
204O%entomate22 menos de 30% en kiwi 23y30%encascaradegU|sante24.

Los arabinanos son polisac&idos ramificados compuestos de un esqueleto de residuos
de ardbinosa unidos en enlace a-(1-5), las ramificaciones se producen por uniones de
aadbinosa d O-2 y/o O-3 de dgunos resduos de la cadena rincipd. Pectinas con
aabinanos unidos se han aidado de manzana 2°,227, remolacha 2+,28293031  gmillas de
colza 32 damasco 33, zanahoria 181°, repollo 3*, cebollas 2,%°, peras y Chscarade guisante

Los arabinogaactanos poseen dos formas edtructurales posibles. Los de tipo | poseen
una cadena lined de D-gdactosa (forma pirandsca) unidas por enlaces b-(1-4) con
ramificaciones de pequefias cadenas de L-ardbinosa (forma furandsica) unides en enlaces
a- 1-5. Las cadenas laterdes estdn unidas en generd d O3 y representan un 20-40% de la
cadenatota 2,*.

Pectinas con este tipo de ardomogda:tmos s han adado frecuentemente de citricos
Z, papa 38 *° soja *°, tabaco **, cebolla 12, manzana #2,2°,16,27 13 kiwi %, tomate #? y repollo

Los de tipo 1l poseen una edtructura atamente ramificada con cadenas de D-gdactosa
(forma pirandsca) unidos en b-1-3 y b-1-6. Las cadenas laterdes mas externas poseen
ademés restos de arabinosa (formas pirandsicas y furanésicas) £, 2, 4, 43, °.

Pectings con este tipo de arabinogalactanos unides se encuentran en marnzana a4 25 21

35 colza®?, #®, limon*® | remolacha®' y wa®.

COOR

QQ

OH
\_ o
Figura 3.1: Estructura bésica de la adenade xilogal acturonano.
R puede ser alternativamente H o restos de metilo (-CHg).

En generd, la region pilosa puede dividirse en subunidedes. La subunidad de tipo |
posee restos de xilosa unidos d O-3 de los restos de GALA. Su esqueleto esta compuesto
de homogaacturonano y esta ubicada en la region de union entre las zones lisas y pilosss.
A eda cadena = la llama también cadena de xilogdacturonano. En la figura 3.1 se muestra
la estructura bési ca de dicha subunidad.
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Los restos de xilosa de eda seccion de la pectina la hacen muy residentes d atagque
enzimdico. Eda region fue descripta hace rdaivamente poco tiempo por los

EE—A A —E—g T E—A{E

[]
/\ Ramnosa

O Arabinosa
> Galactosa

{0 Acido Fertlico

Figura 4.1: representacion esquemética de la subunidad de tipo
Il delaregién pilosadelapectina.

grupos de Voragen %', *® y Mort *° en pectines extraidas de diversas frutas mientras que
Kikuchi y col *° reportan su presencia en pectina de zanahoria

La subunidad de tipo Il es la que posee las cadenas de ramnosa con las cadenas
laterdes de arabinanos, arabinogdactanos y gdactanos. En la figura 4.1 se esquemdtiza la
estructura de esta zona

Las subunidades de tipo Il estén formadas un esqueeto de ramnogaacturonano con
gdactosas unidas por enlaces b 1-3 0 1-6 a la ramnosa Esqueméicamente esta region
puede representarse como seindicaen lafigura5.1.

[[] Acido Galacturénico
/\ Ramnosa \

& Galactosa

Figura 5.1: representacion esquemética de la subunidad de tipo
I delaregion pilosadelapectina

1.2.2 Relacién con otros polisacaridos dentro de la pared celular.

La pared cdular 2 puede dividir en tres cgpas, lamina media, pared cdular primaia%/
pared celular secundaria. La proporcién de pectina en cada capa desciende en ese orden .
En la pared cdular secundaria la pectina précticamente no exise. El conocimiento de la
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edructura de la lamina media es aun parcid pero s sabe que condge principdmente de
sdes de pectato de cdlcio®, %2, °3, %4,

La hemicdulosa y la pectina interacten con las fibras de cdulosa creendo una
edructura rigida que le da coheson a la paed cdular. Entre los diferentes tipos de
polisacéridos se forman entrecruzamientos covaentes de dos tipos diferentes *°. El que ha
sSdo estudiado con més detdle es agqud formado por puentes entre &cido ferdlicos de las
cadenas laedes. Edos puentes han Sdo hdlados en vaios tgidos vegetdes Se ha
reportado su existencia en arabinoxilanos en brotes de bambt °®, polimeros de pectina en
remolacha °’ y entre lignina y xilanos en trigo °8. La figura 6.1 muestra € enlace entre
restos de &cido fertlico de cadenas de pectina.

Cadena de pectina

0. OH 0

\ / I

Cl i

HC H
xcH C=ch
MeO MeO
OH OH
Acido Ferdlico Acido fertlico esterificado ala pecina

Cadena de pectina

O
|

OH
OMe
MeO O
OH

HC~
¢
o

Cadena de pectina

Enlace diferdlico entre cadenas de pectina.

Figura 6.1. Enlace diferdlico entre cadenas laterdes de
moléculas de pectinay lignina.
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El ssgundo tipo de union covdente es de tipo eder entre lignina y resducs de &cido
gsla%%urénico pertenecientes a xilanos. Egte tipo de uniones fue reportado en madera de haya

1.3. Enzimas pectoliticas.

Debido a la gran complgidad quimica de la pectina y a su @undancia en la naturdeza,
los microorganiamos poseen una gran vaiedad de enzimas cagpaces de degradarla de dguna
forma a fin de utilizala como fuente de carbono. En generd, edas enzimas son de tipo
inducible y su dintess responde a la presencia extracdular dd sudrato. La degradacion
enzimatica tota de la pectina resulta primordidmente en GALA y ramnosa junto a
cantidades menores de gdactosa, arabinosa, metanol, acetato y trazas de otros azucares
tdes como xilosa, fucosa, apiosa, ec. los cudes son metabolizados durante @ crecimiento
cdular.

No exige un Unico criterio para catdogar a las enzimas que actlan sobre la pectina.
Una posbilidad es diferenciarlas seglin la accion que redizan sobre d sudraio. De esta
forma pueden encontrarse dos grandes grupos, en d primero de dlos se encuentran las
enzimas desesterificantes, la actividad dentro de este grupo puede ser divida a su vez segin
lanaturdeza dd grupo ester que hidralice (metil, acetil o feruil)

En d otro s encuentra una serie amplia de enzimes depolimerizantes. Las enzimas
incluidas dentro de este grupo pueden atacar preferentemente a las zonas lisass (HG) o alas
pilosss (RG) y pueden s dividides sagin (d menos) tres criterios (enzymic comition,
1944).

Segin d sudrato que prefieran; pectina, &cidos pécticos, protopectina u oligo-D-
gdacturonatos

Seglin actUen por hidrdlisis o transdiminacion

Segin e gtio de ataque a la cadena: destoriamente dentro de la cadena (endo) o
desde d extremo de la migma (exo).

Por cuegtiones de daridad se dividirén a las enzimas en dos grupos, segin aaquen la
region de HG o RG.

1.3.1 Enzimas que atacan al homogalacturonano.

1.3.1.1 Esterasas

Pectin metil esterasa: Corta los enlaces eser dd C-6 liberando d metandl y
convirtiendo la pectina de dto grado de ederificacion en pectatos de bgo grado de
edeificacion. Estas enzimas son producidas por vaias plantas superiores, tomate, citricos,
papas, manzana, banana, wvas, etc asi como varios hongos y bacterias . Las enzimas de
origen vegetd tienen pHs Optimos cercancs a la neutrdided mientras que las de origen
microbiano poseen pH Optimos ligeramente mas acido (entre 4.0y 5.0).

Pectin acetilesterasa: Rompe d enlace ester entre € ac&ico y G3 0 G4 de lo restos
de GALA delaregion de homogalacturonano 8.
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1.3.1.2 Hidrolasas

Endopoligalacturonasas (endo-PG): actlan sobre &cido poligdacturdénico o acidos
pécticos liberando mondmeros de GALA u oligdmeros de dos 0 tres resos. Su accion
puede dividirse en dos subdases seglin corten una cadena de HG en mlltiples ocasones
(atague muitiple a cadena smple) 0 e separen dd sudtrato luego del corte para unirse a un
nuevo blanco (atague smple a cadenas mlltiples). En d primer can s acumulan los
productos finades de reaccion desde @ comienzo pero, dado que en generd presentan mayor
dinidad por moléculas de sugtrato con mayor grado de polimerizacion, en d segundo caso
los productos findes se acumulan recién d find dd proceso de hidrdliss %%, Bl primer
paron de actividad se encuentra por gemplo en la endo-PG de Colletotrichum
lindemuthianum ©3,°4 mientras que d segundo se observa en la adtividad de endo-PG de
Kluyveromyces fragilis®.

Edtas enzimas actlian especificamente sobre acidos pécticos o pectatos. Su activided
(grado y veocidad de hidrdliss) diminuyen con d incremento dd grado de edterificacion.
La actividad, ta como se menciond previamente, también depende marcadamente del grado
de polimerizacion dd sudtrato. A medida que la cadena de sudrato se acorta, disminuye la
afinidad delaenzimapor & mismo ©°.

Edas enzimas son producidas por una gran variedad de hongos, levaduras y bacterias
62,67 68 89 o5 como por varias plantas superiores y agunos nematodes parasitos de plantas .

Exopoligalacturonasas (exo-PG): Las exo-PG ocurren con una frecuencia menor que
lasendo- PG. Son producidas por hongosy agunas bacterias %2, ©°.

Dos tipos de exo-PG pueden s identificados segin su origen y su mecanismo de
accion. Las enzimas fungicas producen monogdacturénico a partir dd extremo no reductor
como producto principa de reaccion. Poseen pHs oOptimos comprendidos entre 4.0 y 6.0.
Egte grupo de enzimas s denomina gdacturonan 1,4-a- gaacturonidasa o exo-PG de tipo
I, un gemplo de este tipo de enzimas es la producida por Coniothyrium diplodiella 2,

En contraposicidn, las enzimas de origen bacteriano como la generada por Erwinia
aroidese 0 Sdenomonas ruminantium ‘' producen digdacturonico como producto
princpa. Edas enzimes s denominan exo-pai-a-gdacturonidesa 0 exo-PG 2. Al igud
que las detipo 1, atacan a sustrato por su extremo no reductor.

Polimetilgalacturonasa (PMG): A pesar de se ha reportado en dgunas ocasiones la
exigenda de eta enzima ? "3, su exisencia no esta confirmada. En teoria esa enzima
degradariad HG dtamente esterificado.

Hay sospechas de que la presencia de dicha actividad enzimética en redidad se deberia
a la actividad de la endo-PG contaminada con pectin-metilesterasa ™. Por otro lado a menos
gue  HM egte edterificado en un 100 %la endo-PG puede actuar aunque en poca cuantia,
pudiendo generar falsos resultados sobre la exigenciade PMG.

Oligogalacturonasa (OG): Edas enzimas son muy poco comunes y hay muy pocos
reportes sobre dlas ", "®. El sustrato consiste en oligémeros saturados, los que son atacados
por € extremo no reductor liberando mondmeros de GALA.

1.3.1.3Liasas

Edas enzimas también llamades transdiminasas cadizan la ruptura no hidrolitica de
la cadena de pectina o0 pectato. Rompen d enlace glicodidico en € C 4 diminando d mismo



Capitulo 1. Introduccion

tiempo un hidrégeno dd C-5 7. Durante la ruptura se genera un doble enlace en € extremo
no reductor de la cadena resultante.

Pectin-liasas (PelL): también llamadas polimetilgdacturonato liassss (PMGL), edtas
enzimas son las Unicas enzimas sobre las que hay pruebas de que pueden depolimerizar
pectinay € HG dtamente metilado. A diferencia de las hidrolasas, no requieren cacio para
su actividad. Han 9do hdladas en cultivos de varios tipos de hongos pero raramente en
bacterias 8.

Todas dlas poseen actividad endo, generando una rdpida caida de la viscosidad de las
soluciones de pectina En generd poseen pHs Optimos ligeramente superiores a las
hidrolasas, etando comprendidos en € rango de 5 a 9. Los poligdacturonatos no son
atacados por estas enzimas. Td como ocurre con las hidrolasss, la actividad decrece con la
disminucion de lalongitud de la cadenadd sudrato.

Pectato liasas. también llamedas poligdacturonatoliasas, son producidas por varios
hongos y bacterias ®2. A diferencia de las pectin liasas acttian sobre sustratos con bgjo grado
de esterificacion y reguieren Ca*? parasu actividad optima 7°, €9,

Seglin su mecanismo de accion pueden ser divididas en dos grandes grupos:

Endopoaligalacturonatoliasas (endo-PGL): a diferenda de las endo-PG, los pHs
Optimos son marcadamente superiores, actuando meor a pH comprendidos entre 8.0 y 10.0.
Todas las endo PGLs son activadas por Ca? 8L, Los productos findes mayoritarios de estas
enzimes on los dimeros de gda insaturado en su extremo no reductor aunque también
pueden encontrase trimeros de GALA inssturado y mondmeros y dimeros de GALA
saturados 2. Como todas las demés enzimas depolimerizantes, su activided decrece con la
disminucion de lalongitud de la cadena dd sudtrao.

Exopoligalacturonatoliasas (exo-PGL): La caracteridica didtintiva de este grupo de
enzimas es que libera oligogdacturonaios insaiurados desde € extremo reductor de la
molécula de sustrato 3, sendo su sustrato de menor tamafio que pueden atacar € trimero.
Al igud quelasendo PGL tienen pHsoptlmoseIevados

Oligogalacturonato  liasas (OGL Son producides por adgunas bacterias
fitopatogenas como Erwinia carotovora ®*. Tienen la particulaidad de ser enzimes Ilgajas
a membram que degradan oIigogdacturonatos (saturados 0 no) liberando monomeros
insaturados desde € extremo reductor.

Las pectin y pectao liasss son muy comunes en habiendo s9do hdladas en la
mayoria de las especies en las que fueron buscadas 8°,2687 889 9091 En pacterias son més
comunes las pectato liasass, dendo @ grupo mé& numeroso de enzimas pectoliticas
bacterianas.

1.3.1.4 Protopectinasas (PPasa):

También llamada enzimas solubilizadoras de pecting, edtas enZ|mas £ caracterizan por
liberar pectina de dto peso molecular a partir de protopectina 2. Son éstas un grupo
heterogéneo de enzimes que poseen diferentes actividades catdltlcas liasas e hidrdasas
con actividad endo y exo.

La exigencia de este grupo de enzimas como td, actudmente se pone en duda ya que
* caacterizo la actividad enzimdica de vaias de dlas y s vid que su mecanismo de
accion es practicamente igud d de las enzimas destripatas anteriormente para sudtratos
solubles. En d caso paticular de G. klebahnii, Iguchi y col ° hdlaron que € gen que
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codifica para la PPasa objeto de eta tess muestra una gran homologia con
poligdacturonasasclésicas,

Parece més ldgico condderar a la actividad PPesa como una caracterigtica particular de
dgunas enzimas pectoliticas que tienen una afinidad paticulamente dta por sudratos
insolubles ¥,

1.3.2 Enzimas que atacan al ramnogalacturonano.

Las enzimas que actlan sobre esta parte de la pectina fueron aidadas y caracterizadas
hace relativamente poco tiempo por o que es menor € ndimero gue se conoce de elas,

Poseen digtintos tipos de activided: La primera de dlas actla sobre € enlace a-D-
gdacturonico-(1,2)-a-L-ramnosa hidrolisindolo mientras que la segunda tienen activided
lissa sobre @ enlace a-L-ramnosa (1-4) a-D-gdacturdnico. La primera de dlas se
denomina actudmente Ramnogdacturonatohidrolasa  (RG-hidrolass) mientras  que  la
segunda se denomina Ramnogdacturonatoliasa (RG-liasa).

También s han caracterizado dos enzimas que actlian sobre fragmentos de RG. Ambas
poseen actividad exo hidrolasa La primera de dlas libera ramnosa (Ramnogdacturonan
ramnohidrolasa) y la otra GALA (Ramnogdacturonan gdacturonohidrolasd) desde €
extremo no reductor del esqueleto de RG *°, %°.

Accesoria a edtas, s ha identificado una acetil edterasa (ramnogdacturonan  acetil
ederasa) que hidroliza € enlace ester entre restos acetilosy d G2 y O-3 de los resduos de
GALA dd exqudeto de RG. Edte paso es indigpensable en la degradacion dd RG ya que ni
la RG hidrlasa ni la RG liassa aacan d RG cuando éste posee un dto grado de
ederificacion.

Todas edtas enzimas fueron obtenidas a partir de cultivos de Aspergillus aculeatus pero
también han sSdo detectadas en cultivos de Aspergillus niger, Irpex lacteus, Trametes
sanguineay Botrytis cinerea ¥’

Edas enzimas poseen una gran importancia tecnologica ya que ayudan a la
solubilizacion y fragmentacion de las regiones pilosas fadilitando la extraccion y filtrado de
jugos.

Ademés de las enzimes destriptas, exiden otras que edén involucradas en la
degradacion de las ramificaciones que 2 han denominado enzimas accesorias. La mayor
pate de las enzimas auxiliaes 0 accesorias ¢ han edudiado en bacterias y hongos
filamentosos, en particular los ded género Aspergillus 8. Entre las enzimas accesorias
tenemos a-L-Arabinofuranosdasas y arabinoxilano arabinofurano hidrolasa, Endo-
arabinasas, a- y b-Galactosdasas, Endo- y exo-galactanasas, Ferulail- y p-coumaril-
esterasas, etc. Edas enzimas son indispensables para permitir la completa degradacion 'y
utilizacion de lapectina por parte de los microorganismos.

1.4 Uso industrial de las enzimas pécticas

Las enzimas pécticas han ddo utilizadas en diversas indudtrias desde hace d menos
medio dglo. La industria que més se ha vdido de dlas es la indudria dimentaria, aunque
también han sido utilizadas por laindustria textil, la papelera, lamaderera, etc°, 1%,

1C
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Quizas la gplicacion més désca de las pectinasas sea € rdacionado con la indudtria
juguera. Luego de la obtencion dd jugo de frutas por prensado, € producto obtenido
presenta cierta turbiedad debido a la presencia de restos de tgidos y de “nubes’ de
protefines positivas rodesdas de moléculas de pectina cargadas negativamente %', Estos
complgos proteina-pectina no precipitan debido a repulsones de tipo eectrodéicas y le
confieren a jugo un aspecto poco aractivo. El agregado de enzimas pécticas, bien pectin
liasa, bien una mezcla de pectin esterasa y pectato liasas, promueve la degradacion de la
cgpa externa de pectina permitiendo la exposicién sobre la superficie de las particulas de las
proteinas contenidas en U interior. ES0 genera zonas de carga podtivas y zonas de carga
negativa sobre |as particulas promoviendo su interaccion y posterior precipitacion.

Los jugos que habitudmente se someten a proceso de darificacion son aquellos cuyas
caracterigticas organolépticas y su aceptacion por € publico mgoran por @ hecho de ser
trangparentes. Td esd caso, por gemplo, dd jugo de manzanay d de uva

Contrariamente, en los jugos citricos € proceso de daificacion  ocurre
espontaneamente ya que la pectina que se olubiliza durante la extraccion de jugo, es
destterificada por las pectin metil esterasss propias dd fruto. Los grupos carboxilos
liberados por la enzima reaccionan con iones divaentes y precipitan. Este proceso le da d
jugo ma aspecto por lo que s le agregan pectato liasas 0 pectin liasas que rompen
parcid mente |as cadenas de pectina evitando gue precipiten.

Dentro de la misma indudria, € agregado de pectinasas a la pulpa de los frutos previo
a U prensado, aumenta d rendimiento de jugo extraido y fadlita enormemente su
procesado (especidmente d  filtrado). Un proceso semgante = eda utilizando para
incrementar la extraccion de aceite en frutos tales como olivo, pamay coco.

También dentro de la indudria dimentaria, @ uso de las enzimas pécticas es muy
comin para la obtencion de néctares, aditivos para dimentos y dimentos para infantes
mediante d proceso denominado maceracion. El agregado de pectinasas (pectin liasa y
poligalacturonasa) a tgidos vegetdes produce la descomposicion de la lamina media con la
congguiente liberacion de las cdulas. Frutos y vegetdes comiUnmente utilizados en estos
procesos son peras, duraznos, damascos, frutillas 1°2,1%% para los néctares y zanahoria y
morron en los dimentos paranifios.

La gran ventga de este proceso es que @ dimento conserva gran parte dd contenido de
pigmentos y vitaminas ya gue no sden delas cdulasy no son degradados por € ambiente.

Edas enzimas, paticulamente agudlas que actlan mas fuetemente sobre sudratos
insolubles (protopectingd que sobre pectinas solubles generan también un gran interés en €
dissfio de méodos dternativos para la extraccion de pectina Sekai y Okushima 1%
describen un méodo microbiolégico para la “produccion” de pectina en d que se utiliza la
PPasa de G. klebahnii. En € proceso descrito se hace crecer aerdbicamente G. klebahnii en
un cultivo batch y luego de 24 Hs, d cultivo se le adiciona una suspension de céscaras de
mandarina Citrus unshiu) y se agita a 30 °C por 15 a 20 Hs. Este tipo de procesos puede
utilizase como una dterndiva a los méodos quimicos tradiciondes de extraccion:
extraccion acida (pH 2) en cdiente (80-100°C).

Como en d resto de las indudrias ligadas a la microbiologia, la ingenieria genética a
provocado una revolucion debido a la posbilidad de clonar y expresar en forma heterdloga
los genes de edas enzimas congguiendo cantidades y purezas imposibles de dcanzar por
métodos convenciondes. Eso ha permitido amar mezdas de enzimas Optimas para cada
uno de los procesos en los que se veainvolucrado su uso.
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1.5 Geotrichum klebahnii.

1.5.1 Caracteristicas generales.

Algunos afios dras, Saka y col. en la Universdad Prefecturd de Osaka (Jgpdn)
inicaron la busqueda de microorganismos productores de protopectinasas con d fin de
poder utilizar diches enzimas en la extraccion enzimdtica de pectina La primera PPasa fue
adada a partir de una levadura (Trichosporon penicillatum SNO-3, ATCC 42397) en 1978
15 |La ezima fue llanada comercidmente PectinaseSE. Quimicamete es una
glicoproteina con un peso molecular de 40000 D (medido por SDS Page) que €
microorganismo  secreta directamente d medio de cultivo. La enzima fue purificada,
B)a?rcidmente caracterizada e identificada como una endopoligacturonasa (EC 3.2.1.15) 106,

Ha habido dudas por largo tiempo acerca de la taxonomia del microoorganismo. Hasta
la década dd ‘70 fue catdogado como perteneciente d género de levaduras Trichogporon.
Ede génearo = caracteriza por tener cdulas gemante de forma muy variable, presentar
micdio verdadero y por la formacion de artroporas %8, En 1977 d T. penicillatum fue
trandferido d género Geotrichum y dasficado como un hongo.!®. Actudmente = lo
denomina Geotrichumklebahnii.

El género Geotrichum esta comprendido dentro de phylum ascomycota. Los miembros
de este género son hongos levaduriformes caracterizados por hifas edrechas con
ramificaciones escasas y cortas No poseen blastoconidias, conidioforos ni pseudohifas
pero S presentan artroconidias con un tamafio promedio de 612 x 3-6 um, unicdulares, en
cadena, hidinas que reslltan de la fragmentacion de hifas indiferenciadas por fisdn
mediante la formacion de septos dobles. Pueden ser rectangulares o poseer los extremos
redondeados asemgdndose a pequefios barriles. La ausencia de cdulas vacias que d
fragmentarse g)roduzcan la liberacion de las artroconidias (cdlulas separadoras) es tipica de
ete genero 11 ’ 111’ 108' 112

Geotrichum posee en medio sdlido un crecimiento rdpido con la formacion de colonias
blancas secas con aspecto de adgodon. En medios ricos d find de la fase de crecimiento

generaun fuerte aromaa fruta 10, 11,
Nutriente Crecimiento Nutriente Crecimiento
D-glucosa + Almidon -
D-Galactosa + Gliceral

L-sorbosa - Nitrato -
D-Ribosa + Urea +
Ramnosa - Lactato +
Sacarosa - D-Manitol +
Maltosa - DL-lactato + (pobre)
Lactosa - Succinato +

Etanol +

Tablal.l: proPi edades metabolicas de G. klebahnii obtenidas de
bibliografia %

12
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Es poca la informacion que exise acerca de metaboliamo de G. kiebahnii aparte de
aguella utilizada en para la taxonomia. Uso de azucares para d crecimiento, crecimiento Sn
vitaminas, fuentes de nitrogeno posbles etc. En la tabla 1.1 s resume pate de la
informacion disponible.

1.5.2 Geotrichum como productor de enzimas.

G. klebahnii es un microorganismo que posee un pool pobre de enzmas hidroliticas
extracelulares SAlo se ha reportado y caracterizado |a presencia de PPasa-SE 1%, Glanser y
Ban ' reportan la capacidad de degradar lignina de maiz y Pou y col ** reporta é
crecimiento de G. klebahnii sobre lignina extraida de cafia de azicar Sn embargo, en medio
liquido, SAlo se detecta la expresidn de una proteina (PPasa-SE).

A pesx de generar una enzima liberadora de pectina, no puede crecer sobre pecting,
pectatos U oligogalacturonatos. Esta caracteristica es muy comiin en levaduras ©7, 11° 116 117
y puede judtificarse de la sguiente forma

Las levaduras secretan en generd una 0 a lo sumo dos enzimas pectoliticas y éstas
sudlen ser endopoligdacturonasas 8, 115, 117 |as que ro degradan, en generd, a las pectinas
y pectaios hasta un grado ta que sea aamilable por d microorganismo como FCE. Es de
particular importancia la fdta de pectinesterasa ya que las pectinas son en generd sudratos
muy pobres para las endopoligaacturonasss debido a su dto grado de esterificacion ®’. En
ca0 de que produzcan exopoligdacturonasa como @ Geotrichum lactis ° d
microorganiSmo puede crecer sobre pectina 0 PGA y s obtienen niveles de biomasa find
gmilaes a los obtenidos con GALA. ESo s deba a que las exo PGasas durante la
degradecion de la cadena de PGA produce mondmeros de GALA, los que pueden ser
metabolizados por € microorganismo.

A diferencia de este comportamiento, los hongos sudlen tener pooles badtante ricos, los
cudes induyen endo y exopoligdacturonasas, pectin y pectao liasas y pectinesterasas

120121122 123124125 126 Eqg coleccion de enzimas les permite crecer sobre maerides

pec‘ucos més frecuentemente quealaslevaduras 127,60 122 124 126,

Ede comportamiento indicaria que G. klebahnu no utlllza a la enzima para poder
consumir pectinas de los frutos 9no como una forma de invadir d tgido vegetd a fin de
acceder alos azucares solubles que posee.

Edta hipdtesis esta de acuerdo con Blanco y col 1?8 |os cudes dicen que las levaduras
pueden dividirse en dos grandes grupos teniendo en cuenta su cgpacidad de utilizar o no la
pectinay sus derivados como fuente de carbono.

Las levaduras que pertenecen d primer grupo (d cud induye a G. klebahnii) no
pueden utilizar egos polimeros como fuente de cabono y ademés producen
mayoritaiamente endo-PGasa ®7,11°11®. En ete ca:, s le aribuye a la enzima un rol
ecol6gico més que tréfico. Hasta donde se conoce, edas enzimas estén involucradas en la
colonizacion de frutas causando la ruptura tisular con la concomitante liberacion de
aaxcaes de la cdula vegetd las que pueden ser gprovechadas para € crecimiento de la
levadura

El otro grupo comprende a las levaduras que, d igud que los hongos filamentosos,
poseen la habilidad de crecer utilizando sustancias pécticas como Unica fuente de carbono.

13
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Eda habilidad sugiere que estos microorganiamos poseen un pool enzimédico més
complgjo. A este grupo pertenecen, entre otras, Candida albidus*?® y Candida boidinii 1.

14
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1.6 Objetivos

Se digio para d presente trabgo de tess d ssema enzimalmicroorganismo formado
por PPasa/G. kiebahnii debido a varias razones referidas tanto d microorganismo como a la
avzima
a) A pesar de haber sdo objeto de estudio por Saka y col desde hace varios afios, todas las
expeiendas fuaon redizadas en medios complgos y no exige informacion dguna dd
comportamiento  cinético y edequiomérico dd cecimiento de G. klebahnii. El
conocimiento sobre este tema cobra gran importancia 9 se pretende producir la enzima para
U pogble utilizacion préactica Ademés, hada € presente no existen estudios acerca de la
expreson de PPasa en rdacion con cambios fiscoquimicos dd medio de cultivo (pH,
temperatura, natudeza de la fuente de carbono y energia o de nitrégeno, etc) asi como con
variaciones en las condiciones de cultivo (cinética, tipo de cultivo, &c).

b) PPasa posee caracteridicas que la hacen una buena candidata para su uso en la
extraccion comercid de pectina. La més importante de elas es que posee mayor actividad
sobre sudraios insolubles que sobre pectines solubles, 1o que permite producir pectines
solubles de peso molecular devado sin que sea atacada por laenzima.

c) G. klebahnii posee un pool enziméico extracdular muy pobre. PPasa SE es la Unica
enzima que puede verse en un SDS PAGE dd sobrenadante de cultivo de G. klebahnii
(capitulo 5) y no posee isoenzimas cuantitativamente significativas->1. Estos hechos hacen
que s.a muy sendllo cuantificar la expreson de la enzima a través de la medida de
actividad enzimética

d La ezima es fadl de purifica mediante técnicas de adsorcion sobre materides
cdlul ésicos tales como membranas de filtracion de acetato de celulosade 0.45 i de poro 132

€) Fndmente es importante recacar la importancia de la utilizacion de medios sntéticos
paa d edudio ya que pemiten discernir cudes son las vaiables de un cultivo que
producen cambios en la expreson fenctipica de un microorganismo, en este caso, la
produccidn de PPasa SE. El estudio seredizo através de dos enfoques:

1. d efecto de las vaiaciones en los componentes dd medio (mediante € uso de

métodos tradicionaes de cambios de variables asi como de disefios estadigticos) v,

2. d producido por cambios en € proceso en S mediante la redizacion de cultivo en

batch y en continuo.

El objetivo de la presente tesis es estudiar @ crecimiento de G. kiebahnii as como la
expreson de Protopectinesa SE a fin de obtener informacion acerca de las condiciones
Optimas de produccion de laenzima
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1.7 Plan de trabajo.

El plan detrabgjo se dividio de lasguiente forma
1) Puegta a punto de las técnicas utilizadas a fin de tener vaores configbles de la activided
enzimética en los ensayos redlizados sobre |os cultivos de G. klebahnii (capitulos2y 3).
2) Edudio dd crecimiento de G. klebahnii en cultivos baich y continuo. Edte estudio se
rediz6 a fin de poseer un conocimiento profundo dd dstema bioldgico sobre d cud
estudiar laexpreson de laenzima (capitulo 4).
3) Expresidn de PGasa de G. klebahnii en cultivos batch, tanto en medios complgos como
definidos (capitulo 5).
4) Rdacion entre la expreson de la enziima y la composicion dd pool de microdementos
(capitulo 5).
5) Expresidn de PGasa de G. klebahnii en cultivo continuo (capitulo 6)
6) Edudio de la morfologia de G. kiebahnii en cultivos continuos bgo diferentes
limitacionesy su relacion con laexpresion de PPasa (capitul o 6).

Parte de los resultados obtenidos durante la redizacion de esta tesis fueron reportados en
lassguientes publicaciones.

“Quantification of pectinrdessng activity of protopectinase SE from  Geotrichum
klebahnii”. SF. Cavditto, RA. Hours and C.F. Mignone. Biotech. Techniques. 11, 5, 331-
334 (1997).

"Quantification of protopectinase-SE, an  endopolygaacturonase with  pectin-rdessing
activity from Geotrichum kiebahnii". SF. Cavditto, R.A. Hours and CF Mignone. Biotech.
Tech. 13, 6, 385-390 (1999).

“Growth and protopectinase production of Geotrichum Kklebahnii in baich and
continuous cultures with synthetic medid’. Cavditto, SF.; Hours RA. and Mignone, C.F.
J. Indust. Microb. Biotechnal. 25, 5, 260-266 (2000).

“Influence of trace dements on enzyme production: protopectinase expresson by a
Geotrichum Klebahnii dran” Ferreyra, O., Cavditto, SF., Hours, RA. Ertola R.J.
Enzyme and Microbid Technology 31, 4, 493-504 (2002).
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CAPITULO 2

Técnica de medida de actividad protopectinasa (PPasa)

En este capitulo se describe € trabgo redizado a fin de obtener informacion acerca
de la accidn de la enzima sobre la protopectina de limon, su sustrato natural.

2.1 Introduccion

La hidrdliss enzimdica de protopectina pertenece d grupo de las reacciones
heterogéneas y como ta presenta una serie de particularidades que no tienen las
reacciones homogéness (enzima soluble sobre un sustrato soluble) . En particular tiene
mucha importancia € efecto de la adsorcién de la enzima sobre € sudrato. El mismo
efecto es de crucid importancia en la degradacion de celulosa por celulasas bacteriana y
fungicas 2, 3, 4.

La técnica reportada para la medida de actividad PPasa >, no especifica ningin tipo
de preparacion para d sudrato. Smplemente se indica que se utilizan 10 mg de
protopectina de limén, 2 mL de buffer y la ewzima diluida convenientemente. Los datos
obtenidos siguiendo este protocolo poseen un grado disperson td que la convierte en
completamente indtil a los fines précticos. Por esa razon de decidié antes de usar la
técnica como heramienta de medida, redizar un estudio a fin de averiguar que
condiciones, tanto del sustrato como de la técnica, debian meorarse para que resultara
til paramedir la actividad enzimética de los cultivos.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Preparacion del sustrato.

El susrato se preparé de la dguiente manera Se pdd una serie de limones,
cuidando de separar € tgido glandular ddl dbedo. Este dltimo fue picado con una
procesadora de dimentos de tipo domestica, se le adiciono etanol d 96 % (p/p) a razdn
de un ml de etanal por gramo de abedo himedo y se puso en heladera por 24 Hs para
provocar lainhibicion de la pectin-esterasa endogena ddl tejido vegeta.

El abedo fue luego tamizado en suspension por tamices de mesh 10, 16 y 20. Las
particulas que pasaron mesh 20, se descartaron porque, luego de secado, se convierten
en una especie de harina (mesh mayor de 120). Las particulas retenidas por mesh 10 y
16, s volvieron a procesar a fin de disminuir su tamafio y se tamizaron nuevamente.
Este procedimiento se repitié varias veces con € objeto de aumentar € rendimiento de
particulas que pasaron mesh 16 y quedaron retenidas en € 20.

Las particulas asi obtenidas, se lavaron cuidadosamente con abundante agua a
temperatura ambiente hasta obtener reaccién negativa d meta-hidroxidifenilo en las
aguas de lavado lo que indica una cantidad inggnificante de grupos uronicos liberados
en forma espontanea.

Una vez libre de grupos urbnicos solubles, € tgido se escurrid por suave
compresién en una tela de trama fina y d producto obtenido, todavia himedo, se le
adiciond acetona y se secd en estufa a 30 °C. Una vez seco, se tamiz6 para obtener la
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serie de tamafios deseados, particulas retenidas por los tamices 35, 40, 50, 60, 80, 100 y
120. El sustrato se conserva a temperatura ambiente en frasco bien cerrado.

2.2.2 Reactivos quimicos:

El &ido D-gdacturonico monohidrato (a patir de ahora GALA) y d &ido
poligdacturonico (PGA) de naranja fueron de Sigma Chemica Co., . Louis, Mo.
Todos los demés reactivos fueron de grado analitico.

2.2.3 Buffer AcB:

En todas las medidas de actividad enzimética se utilizd buffer acético acetato de
sodio (AcB) 20 mM, pH 5 preparado llevando una solucién 20 mM de &cido acético a
pH 5 con hidréxido de sodio.

2.2.4 Fuente de enzima:

Se utilizd un preparado comercia de enzima (Pectinase SE de Shikibo Ltd. Japan).
Se prepard una solucion stock en AcB 20 mM, pH 5,0 conteniendo 250 mg.L? dd
preparado antes mencionado y esta solucidon fue utilizada para la optimizacion de la
técnicay parala caracterizacion parcia del comportamiento cinético de laenzima.

También s= utilizd d sobrenadante de un cultivo de Geotrichum klebahnii ATCC
42397 paraverificar 9 latécnica propuestatiene utilidad en la précticared.

2.2.5 Ensayo enzimatico:

La actividad PPasa se determind midiendo la liberacion de grupos urénicos a partir
de protopectina de limon por € méodo de metahidroxidifenilo. Todas las
determinaciones enzimdicas se hicieron a partir de digtintas diluciones de una solucion
stock 250 mg.L™* de protopectinasa SE. Para todas las medidas se hicieron triplicados
(salvo cuando se indique lo contrario). Se coloca € sustrato seco (protopectina : PP) en
sendos tubos de ensayo y se adicionan 950ul de AcB, una vez hidratado € sudtrato se
colocan los tubos a 0° C y se pone en cada tubo 50 pl de la muestra de enzima a
determinar, convenientemente diluida Para cada una de las muesras hace fdta un
blanco de reaccion. A tiempo cero, se tranfieren los tubos a un bafio termostético con
agitacion orbitd. Se incuba la mezcla de reaccion a 37 °C y 100 RPM, una vez
transcurrido € tiempo de incubacion se vuelve d bafio agua hido para detener la
reaccion.

Se separa € sudtrato del resto de la mezcla de reaccion filtrandola a través de papel
Waman N° 1. En la solucion filtrada se rediza la determinacion de acidos uronicos
utilizando GALA como patron.

Se toman 200 pl dd filtrado (diluido convenientemente § hiciera fdta), se
adicionan 3 ml de una solucién de tetraborato de sodio en HSO4 32N (este paso debe
ser llevado a cabo en un bafio de agua hido). La mezcla se lleva a un bafio a ebullicion
durante 10 minutos, se enfria y se agrega a cada muestra 30 UL de una solucion de
meta-hidroxidifenilo d 0,15% preparada usando como solvente una solucion de NaOH
0,5 %, se agitay se dgan los tubos a temperatura ambiente durante 20 a 40 minutos. Se
mide absorbancia a 525 nm contra un blanco de reactivos. La cantidad de pectina
liberada se expresa como equivaentes de poder reductor de GALA monohidrato
utilizando una curva de calibracion hastalos 250 mg.L™.
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Se define la unidad de actividad enzimética como la cantidad de enzima que libera
un micromol de poder reductor (como GALA) por minuto en las condiciones de
reaccion.

2.3 Resultados y discusion

El abedo de limén pcado y seco, que es d sudrato naturd de la enzima, queda en
principio con una disperson muy importante en d tamafio de las particulas, desde
particulas de més de un milimetro de diametro hasta un polvo cas impapable. Ante la
sospecha de que esta dispersion pudiera ser la causa en la digperson de la medida de
actividad enzimdtica, se decidié pasar la muestra por un tamiz de Mesh 30 y uno de
Mesh 35, luego de lo cud se repitio la reaccion enzimética pero utilizando como
sustrato en un caso las particulas que pasaron @ tamiz de Mesh 30 pero quedaron
retenidas en € 35 (grandes) y las que pasaron por ambos tamices (pequefias) en € otro.
Para la determinacion enzimética, se colocaron 50 pl de solucion stock diluida 1:5 y 60
minutos de incubacion a 37°C. Los resultados obtenidos se muestran € lafigura 1.2,

GALA (mg . L'

0 L L

Particulas pequefias Particulas grandes
Mesh > 35 Mesh < 35

Figura 1.2: GALA liberado por una misma cantidad de
enzima pero con diferentes tamafio de particulas de
sustrato. En ambos casos el tubo contenia 20 mg de
protopectina.

Con egte sencillo procedimiento, no sdlo disminuyé notoriamente la dispersén de
resultados, sno que, agregando en ambos casos 10 L de la solucion stock de enzima,
en los tubos en que s habian utilizado las particulas més grandes, se obtuvo un vaor
menor de actividad. En @ caso de las particulas grandes la dispersion es un poco menor
gue en las pequefias porque hay en este grupo una menor variacion en € tamafio. Este
resultado es coherente con @ hecho de que las reacciones enzimética de tipo
heterogéneo dependen dd &rea de sudrato expuesta a la enzima y no directamente de la
cantidad de sustrato utilizado . A iguad masa de sudtrato, la superficie de contacto
Solido solucidn es mayor cuanto mas chicas sean las particulas dd mismo.
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A fin de confirmar esta relacion entre &ea y actividad, se decidié6 aumentar € &ea
superficid del sudrato incrementando la cantidad de PP en d tubo de reaccion pero
manteniendo la divison en “pequefias’ y “grandes’. Para educir un poco d tiempo de
medida, se aumento la cantidad de enzima agregada (40ul de solucidn stock + 10 pl de
AcB) y se redujo d tiempo de incubacion a 30 minutos. Al hacer esto se ve que la
actividad recuperada se hace mayor d incrementar la masa de PP pesada pero la curva
muestra un nivel de saturacion (Fig. 2.2). Por otro lado, las particulas més pequefias
siguen mostrando una mayor actividad que las més grandes pero d incrementar la mesa
de sudrato, las diferencias s2 hacen menores indicando que la enzima podria estar
saturadndose.

1100

1000 — -
K} * I
900 —
800 — T

700 —
600 —| - I

500 —

400 — I

300 T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45

GALA (mg.L%Y

Cantidad de sustrato (mg)

Figura 2.2: GALA liberado por una misma cantidad de
enzima con diferentes cantidades de PP. Particulas grandes

(4)y pequefias (-)

Este comportamiento de la actividad enzimética en funcidn de la cantided y tamafio
del sustrato ha sido reportado también para celulasa actuando sobre pgja de trigo ©. En
e cao, la actividad reportada sobre pga molida y sobre pga molida y tamizada
aumenta con € aumento de la cantidad de sudtrato presentando en ambos casos una
tendencia a saturarse, pero para todos los vaores de sustrato medidos, la actividad
obtenida con d sudtrato tamizado es mayor que en € caso del sustrato molido.

El inconveniente con esta forma de incrementar € &ea en nuedtra experiencia es
gue la mayor masa de sudtrato absorbe cada vez mas buffer para hidratarse y en las
muestras con mayor masa es practicamente imposible recuperar los 250 pl de muestra
para redizar la colorimetria. Apate de dlo, la disminucion dd volumen de la fase
liquida debido d hinchamiento de las particulas de sustrato hace que las soluciones se
concentren con respecto a buffer origind pudiendo esto modificar las actividades
enzimdticas medidas.

Para evitar este problema, se decidié seguir otro camino para aumentar € area de
contacto. Aprovechando la reacion inversa entre d &ea totd de una determinada
muestra particulada y € tamafio de las particulas, 1o que se probd fue usar la misma
cantidad de sugtrato pero de un tamafio cada vez menor.
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A fin de conseguir las fracciones necesarias para esta experiencia se pasd una
cantidad de sustrato molido y seco por una serie mayor de tamices y se nombré a cada
una con € nimero de tamiz que las hubiera retenido. Las fracciones ensayadas en esta
experienciafueron 20, 35, 50, 60, 80, 100y 120.

Las condiciones de tiempo y temperatura fueron las mismas que en d ensayo
anterior. En cada uno de los tubos se puso 20 mg del sustrato de cada uno de los
tamafios obtenidos y 50 pl de solucién stock de enzima diluida 1:5. Los resultados
obtenidos (Fig. 3.2) demuestran que para esta cantidad de sustrato, para tamafios de
particula menores que las retenidas por tamices de mesh 50, € &ea se hace saturante y
no se encuentran diferencias sgnificativas entre un tamafio y otro.

320

300
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260 - {
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Figura 3.2: GALA liberado por una misma cantidad de
enzima con 20 mg de PP pero de diferente tamafio.

Esto confirma & hecho de que lo que importa para la actividad enziméica en
reacciones heterogéness es lo que la enzima “v€’ dd sudrato y no directamente la
cantidad de éste que se encuentre presente en € medio.

Suponiendo que las particulas son esferas cuyo diametro et dado por € tamafio de
la mdla dd tamiz més pequefio que pueden atravesar, se puede cdcular la relacion entre
d &easuperficid y d volumen delas mismas ’.

La forma de la curva de actividad enziméica en funcion de tamafio de particula,
con una pate dependiente y una independiente del mismo concuerda con la suposicion
de que la velocidad de la reaccion es proporciona a la cantidad de enzima adsorbida
sobre la supeficie de las particulas y que d fendmeno de adsorcion obedece a d
modelo de una isoterma de Langmuir 1. Este hecho sugiere que, en este caso, sdlo la
supeficde més externa de la particula esta disponible para la enzima, la que no puede
acceder a los poros dd tgido vegetd ya que S asi fuera no habria una relacion tan
directa entre d tamafio de las particulas y la actividad enziméica Burns y col. & hen
reportado que la accion de celulasas de Trichoderma reesei sobre pulpa de madera
también ocurre sobre la superficie més externa del sustrato ya que b enzima no puede
acceder alos poros del mismo.

La capacidad de las pectinasas de distintos origenes de adsorberse a polimeros ha
sido ampliamente reportada en literatura °,*°,'!. Gupta y col. han postulado un método
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de purificacion basado en la propiedad de la PGasa de adsorberse a aginato de cacio.
Utilizando este méodo, se consigue aumentar la actividad especifica de la enzima hasta
10 veces con un rendimiento mayor del 80%.

El mismo comportamiento ha sdo reportado para celulasas tanto sobre celulosa
purificada 2 como sobre paja de trigo °. Dijkerman y col. ** han reportado que la
velocidad inicid en la hidrédliss de cdulosa microcrigdina por una cdulasa fungica es
directamente proporciond a la cantidad de enzima adsorbida inicidmente d sudrato,
més ain, Hogan y col ** han reportado que la velocidad depende solamente de la
cantidad de enzima inicidmente adsorbida d sudtrato y que d resto de la enzima solo
participa en unaformaminoritariaen € proceso.

A fin de confirmar que la enzima de G. klebahnii Sgue este comportamiento se
redizo la sguiente experiencia A 200 mg de protopectina seca de la fraccion que paso
un tamiz 50 y quedd retenida en un tamiz 60 se le agregaron 95 mL de AcB 20 mM pH
5. Se dg6 esta mezcla en un bafio de agua y hielo por 30 minutos a fin de que la
protopectina se hidrate y luego se le adicionaron 500 pL de solucidén stock de enzima
(de eta forma se mantiene la rdacion enzimalbuffer/sustrato del protocolo de medida
de actividad enzimaica). Al mismo tiempo se rediza un testigo en d que se agregan
500 pL de solucion stock a 9,5 mL del mismo buffer. Egte testigo tiene la findidad de
medir la caida de la actividad de la enzima en funcion dd tiempo. Cada muestra y
testigo se redizaron por duplicado. Se tomd una aicuota de cada muestra y tetigo a los
15, 30, 60 y 120 minutos y a cada una de €elas se le midi6 actividad PGasa. La figura
4.2 muedra la caida de la actividad reativa (actividad de cada muedtra dividida la
actividad dedl testigo correspondiente a ese tiempo) en funcidn dd tiempo de incubacion.
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Figura 4.2:. Actividad remanente en el sobrenadante de la
incubacion a 0°C de PPasa-SE con protopectinade limén

Puede verse que, aun en frio, la adsorcion es muy notoria a tiempos cortos,
guedando retenida cas € 95 % en 30 minutos.

Teniendo en cuenta estas propiedades de la enzima sobre sudtrato Solido, se
procedio a optimizar una técnica de medida de la actividad enziméica que fuera
suficientemente confidble como para ser utilizada de rutina. Para @ desarrollo de dicha
técnica se tuvieron en cuenta los siguientes hechos.

30



Capitulo 2. Técnica de medida de actividad protopectinasa (PPasa).

Laenzima se adsorbe sobre € sustrato antes de actuar sobre .

El &ea expuesta dd sudrato, y no su masa, es la varidble més importante en €
vaor de laactividad enzimética.

Utilizando 20 mg de protopectina por tubo € &ea se hace saturante cuando €
tamafio de las particulas es tal que pasan d tamiz 50.

La fraccion de sudtrato que pasd tamiz 50 y quedd retenida en tamiz 60 fue la més
abundante asi esta fue elegida para los estudios siguientes.

La primera variable andlizada una vez fija la cantided de sudrato en € tubo de
reaccion, fue € tiempo de incubacion en @ que se puede trabgar Sin inconveniente. Para
la determinacion enzimética se adiciond en todos los tubos 50 pL de una dilucién 1.5 de
la solucion dock. En edas condiciones, la actividad enzimdtica se mantuvo
proporciona a tiempo hastalos 50 minutos de reaccion (Fig. 5.2).
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Figura 5.2: GALA liberado en funcién del tiempo por una
misma cantidad de enzima utilizando 20 mg de PP
retenida por un tamiz de 60 mesh.

Por una cuestién de comodidad, se digié un tiempo de 30 minutos como estandar,
pero puede ser dargado sn inconvenientes s la cantidad de enzima es menor que la
utilizada en estos ensayos.

Con las condiciones de tiempo, temperatura y cantidad de sudtrato fijas, se comenz6
a probar que cantidad de enzima puede adicionarse a tubo de reaccion. Para dlo, se
adicionaron diferentes volimenes de la solucion stock en tubos con la cantidad de AcB
auficiente como para completar € volumen find de 1 mL. Los resultados obtenidos se
muedtran en lafigura 6.2.

Puede verse que la relacion enzima agregada / GALA liberado se mantiene lined
hesta aproximadamente 5 x 102 unidades en e tubo de reaccion (50 pL de solucion
stock).

Finalmente, la técnica quedd estandari zada con |os Sguientes parametros.

20 mg de protopectina retenida en tamiz de mesh 60.
950 uL de buffer HAc/NaAc 20 mM pH 5
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50 pL de solucidn de enzima convenientemente diluida de modo que no queden
més de 5 x 10 unidades totales en & tubo de reaccion
30 minutos de incubacion

Temperatura 37 °C.
500 ,
400 I I
H‘—! 300 — e
o I
E =
S 200 o
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3 ¥
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Vol. de solucién stock ( L)

Figura 6.2. GALA liberado por cantidades crecientes de
enzima utilizando 20 mg de PP retenido por un tamiz de
60 mesh.

Findmente se probd s la técnica daba resultados reproducibles d medir la
actividad de una muestra red. Para elo se tomaron diferentes diluciones (1/1, /1.5, 1/2
y 1/3 de un sobrenadante de un cultivo de Geotrichum kiebahnii ATCC 42397 y s le
midieron sus actividades con la técnica en cuestion. Los resultados obtenidos se
muestran en la tabla 1.2. Como puede observarse, no se obtienen grandes diferencias a

lo largo de todo € rango de diluciones.

Dilucion del sobrenadante ACti\Eiljj aci(r)lzq)ed ida Recu?osor)aci on
11 3.66 100+ 1.2
15 2.26 926+45
1/2 165 89.9+96
1/3 117 9.2+ 89
Tabla 120 Activided PPasa (U.mL™), determinadas

utilizando el método propuesto, de diferentes diluciones de
un sobrenadante de un cultivo de G. klebahnii ATCC
42397 realizado en €l medio de referencia.

Cuidando mantener todas estas precauciones en la medida, la técnica posee una
confiabilidad muy stisfactoria para ser usada en forma rutinaria, Sn embargo posee
agunas caracterigticas no deseables. Las més importantes son las siguientes.

1.- Es muy engorrosa cuando hay que mangar un gran nimero de muestras sobre
todo por |a etapa de filtracion de cada muestray,
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2.- Al no exidir un sustrato comercid purificado, la actividad medida de una misma
muestra varia cuando se la mide utilizando sustrato preparado de diferentes partidas.
Esto se debe a que la protopectina puede cambiar su grado de metilacion entre partida y
partiday esta variable del sustrato es de mayor importancia en la actividad enzimética.

Por edta razon se decidié, sempre que se pudiera, utilizar como técnica de rutina

aquélla que agprovecha la actividad de PGasa sobre sugtrato soluble como PGA, €
desarrollo de latécnica en cuestion se detdlaen @ capitulo Sguiente.
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CAPITULO 3

Técnica de medida de actividad poligalacturonasa
(PGasa)

3.1 Introduccién

La técnica desarollada para la medida de actividad enzimética utilizando
protopectina de limén como sudtrato resulta muy engorrosa cuando € numero de
muestras a determinar es muy eevado. A fin de reemplazarla para las medidas de
rutina se agprovechd € hecho de que la enzima actla también sobre &cido
poligdacturénico soluble y se puso a punto una técnica de medida confiable de la
actividad sobre este sugtrato.

En este capitulo se describe las taress redizadas en la puesta a punto de dicha
técnicaasi como en la caracterizacion parcia de la actividad enzimética.

Las técnica reportadas en hibliografia paa la medicion de actividad
poligdacturonasa s basan todas bien en la disminucion de la viscosdad de una
solucién de &cido poligaacturénico (PGA) 1 2 2 4 o bien en d incremento del poder
reductor debido a |a liberacién de grupos reductores a partir de PGA °© 78 910111213
14 4 L a medicion de las dos técnicas permite cataogar a una PGasa como endo o
exoPGasa ya que, mientras las primeras producen una gran disminucién de la
viscosdad junto con € aumento del poder reductor, las Ultimas solo incrementan €
poder reductor de la mezcla de reaccion.

El poder reductor generado puede medirse por varios métodos. Algunos autores ,
1516 1718 19 13 ilizan d méodo de Somogyi-Nelson 2° | otros 22, & método de la
reduccion de ferrocianuro de potasio. También es utilizado 22 24, 2° 26 2 3 4 o méodo
del &ido dinitrosdicilico (DNS) de Miller 2. En d presente trabgjo se digi6 e
método de Somogyi-Nelson dado que posee una mayor sensibilidad 28

En generd las poligdacturonasa obedecen a una cinética de Michadis Menten y
como ta, la velocidad de reaccion por €ela cadizada tiene una dependencia con la
concentracion de sustrato dd tipo

S
V=V I
T (1)
Enzima Origen [Sustrato] Tiempo Temp pH Referencia
glL? Min °C

PGasa Corticiumrolfsii 50-6.07 30 30 25

PGasa G. klebahnii 1.0 60 37 50

PGasa Tomate 20° 180 30 44 1

PGasa  Erwiniacarotovora 20° 10 30 53 29

PGasa Tomate 5.0° 10 25 42 10

PGasa A. Niger 50 1 25 50 12

PGasa B. cinerea 50° 30 0 40 25
Pectinasa  Sclerotiumrofsii 10.0° 30 55 32 30

PGasa K. fragilis 1.0° variable 30 50 31
Exo-PGasa G.lactis 25%9  varighle 30 56 14

aPGA (fraccion soluble en acido) °PGA  © Poligalacturonato de sodio® Pectina

Tabla |.3: Pardmetros tipicos reportados para la medida
de actividad poligalacturonasa.
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La concentracién de sustrato, asi como las condiciones tiempo y temperatura
utilizadas en la medida reportadas en hibliografia son variables. En la tabla 1.3 se
muestran agunos de esos vaores.

Mc Feeters *2 ha reportado que por encima de 1.0 gL la concentracion de
sudtrato es saturante. Este dato no esta de acuerdo con los valores Ky reportados para
diversas poligdacturonasas de origen vegeta y fungico (Tabla 11.3) ya que para que
para ninguno de los Ky reportados se observa que la concentracion sea 10 veces
superior aKy.

Origen Peso Km™* Referencia
molecular  (g.L™)

Hongos Aspergillusniger 46000 054 >
Botrytis cinerea 69000 1.20 %
Fusariumoxysporum 37000 054 16
Verticillium albo-atrum 30000 150 2
Trichoderma koningii PG1 32000 0.80 2
Trichoderma koningii PG2 32000 085 2
Levaduras  Saccharomycesfragilis 46000 013 34
Saccharomyces fragilis 50000 022 34
T. candida 0.20 %
Cryptococcusal bidus 41000 057 4
Geotrichumlactis 53000 0.09 14

* para poligal acturonato de sodio

TABLA I1.3: Propiedades de agunas endo-
poligalacturonasas de origen vegetal y microbiano.

El mayor inconveniente de todas edtas técnicas es que en concentraciones
mayores de 30 gL' d susraio gdifica durante la colorimetria 32, Esta situacion
genera principamente dos problemas. Por un lado |la presencia dd gd intefiere en la
medida de absorbancia a 660 nm, y ademés € gd retiene en su interior parte del
complgo coloreado formado por € reactivo de Nelson con € oxido cuproso y hace
que para medir la absorbancia haya que centrifugar las muestras una por una. Una
dterndtiva podble a ese inconveniente es la utilizacion de 2-cianoacetamida para
medir e poder reductor generado durante la reaccion enziméica ''. Este reactivo
reacciona con los grupos reductores para dar un producto que absorbe luz a una
longitud de onda de 276 nm. A diferencia de la técnica de Somogyi-Neson se agrega
un solo reactivo y la muestra no geifica Los mayores inconvenientes que presenta
es que hay que ler en d UV y que a eda longitud de onda pueden interferir las
proteinas que haya en la muestraa andizar S su concentracion es elevada.

En viga de que no se encontré una técnica que fuera completamente adecuada
para la PGasa de G. klebahnii, la primera parte de plan de trabgo consstio en

estudiar que concentracion de sustrato y tiempo de reaccidén son las adecuadas para
que posea una sengbilidad y sencillez aceptables.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Reactivos quimicos:
Los reactivos quimicos y la enzima comercid utilizadas en las experiencias citadas
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en d presente capitulo son las mismas que los utilizados en @ capitulo referido a la
técnica de PPasa.

3.2.2 Técnica enzimatica

A pesar de que en edsta parte del trabgo se fueron modificando variables tales
como concentracion de sudirato y tiempo de reaccion, la técnica mantuvo @ sguiente
protocolo:

Se agregan 450 L de sudtrato (en la concentracion que corresponda) disuelto en
AcB 20mM pH 5 en tubos pequefios (d menos tres tubos por muestra, duplicado y

blanco de reaccion).

Se termogtatizan los tubos a 37 °C.

Se incorpora a tiempos regulares 50 pL de enzima (diluida convenientemente) en
AcB (sdlo alos tubos de muestra, no alos blancos).

Seincubaa 37 °C.

Al tiempo convenido para cada tubo (manteniendo € orden del agregado de muestra)
se agregan 500 pL de reactivo de Somogyi L. Al findizar € agregado de Somogyi

sobre las muestras, se agrega en |os tubos de los blancos

Se agrega la muestra correspondiente a cada blanco.

Sellevaaebullicion por 10 minutos

Se dgaenfriar por 10 minutos

Se agregan 500 pL reactivo de Nelson 2°

Se dgareposar 30 minutos

Se agregan 4.5 mL de agua

Se agitay selee a660 nm.

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Determinacion de condiciones de medida

La primera vaidble ensayada fue la concentracion de sudrato a utilizar. En
principio, dado que la mayoria de las técnicas reportan un \alor cercano a 5,0 g.L,
s intentd aumentar la misma d menos hasta ese vaor pero, tal como se esperaba,
por encima de 30 gL, d sustrato gdlifica durante la colorimetria Debido a este
inconveniente, se decidi6 fijar la concentracion de sustrato en 2,0 g.L™ . En aguelos
casos en los que se debid superar esta concentracion (en la determinacion de Ky), se
cuidé de agitar € tubo de reaccion para que € complgo coloreado no quedara
retenido en € interior dd gel, que fue posteriormente removido por centrifugacion
(200 x g, 3 min.) para evitar interferencias en la determinacion de la absorbancia de
660 nm.

Al principio dd trabgo no era conocido & vaor de Ky por lo que no pudo
conjeturarse que la enzima estuviera saturada. Por edta razon, se determiné € rango
de tiempo en € cud lamedida enzimética se mantiene lined (Fig. 1.3).

Por medidas anteriores de la actividad enzimética de la solucion stock, se digio
para esta experienciatrabagjar con unadilucion 1:20 preparada en AcB.

Puede observarse claramente que, en estas condiciones, la velocidad de reaccion
s mantiene condante hagta los 50 minutos de incubacion y que d grado de
polimerizacion disminuye hasta vaores cercanos a 5. Mientras € sudreto tiene un

37



Capitulo 3. Técnica de medida de actividad poligalacturonasa (PGasa).

grado de polimerizacion mayor de 10 la velocidad de reaccion permanece constante
(ver mas adelante).

500 140

120
400 A

I 100

300 5o

200 " 60

GALA (mg . L™
Grado de polimerizacion
(Promedio)

40

100 +
20

O T T T T T T T T 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Tiempo (h)

Figura 1.3: Relacion entre la liberacion de GALA (V¥),
el grado de polimerizacién promedio (@) (calculado
en funcion del poder reductor) y el tiempo de
incubacion con 50 pl de solucién stock (dil 1:20) y 2.0
g.L" de PGA.

Cuando € sudrato fue sometido a una hidrdliss més prolongada, la cantidad find
de equivalentes de poder reductor liberados (ver més abgjo) fue de 500 mg.L™. Esto
sgnifica que la velocidad de reaccibn se mantuvo constante aproximadamente hasta
haber liberado gproximadamente € 50 % de los grupos reductores disponibles.
FinAmente se decidid, por razones practicas, tomar 10 min. como tiempo de
reeccion. Egte tiempo puede extenderse § la muedtra andizada tiene una actividad
muy bagja.

Una vez fijas las condiciones de concentracion de sustrato y tiempo, se procedié a
determinar hasta que concentracion de enzima es posible medir con € méodo sn
que dge de ser lined la liberacion de grupos reductores en funcion del tiempo. Para
edo, se agregaron diferentes cantidades de enzima en € tubo de reaccion. La escda
de abscisas se expresa tanto como volumen de la solucion stock diluida 1:20 como en
unidades de actividad en € tubo de reaccion, definiendose a la unidad de actividad
enzimética como la cantidad de enzima que libera un micromol de poder reductor
(como GALA) por minuto en las condiciones de reaccion (figura 2.3).

La velocidad de reaccién se mantuvo congtante hasta d agregado de 120 pl de
dicha solucion. Cantidades superiores de enzima, llegan a liberar una cantidad de
gproximadamente 500 mg.L* pero no en forma directamente proporciond a la
cantidad de enzima agregada.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los pasos anteriores, se proponen las
siguientes condiciones parala medida de la actividad PGasa.

Sustrato: Poligalacturonato de sodio 2 g.L ™! en AcB 20 mM, pH 5
Tiempo: 10 minutos
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Temperatura: 37°C

Unidades enzimaticas

0.00 0.05 0.10 0.15
S T S S S S S RS
500 - T }: - = }:
«1*
400 A A
=
=] i
é 300
<<
—
<
O 200 4
100 A
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Volumen de solucién stock
diluida 1:20 (ul)

Figura 2.3: Liberacion de GALA con 10 minutos de
incubacién a 37°C en funcién de la cantidad de enzima
adicionada al tubo de reaccién con una concentracion
dePGA de2.0g.L™

En estas condiciones, la técnica es lined hasta € agregado de 0.08 unidades de
PGasaen d tubo de reaccion (Fig. 2.3).

Cuando hay que medir actividad enziméica de diferentes muestras es de uso
comin mantener € sudtrato termodtatizado a la temperatura de trabgjo y sobre éste
agregar la muedtra de enzima a intervalos regulares de tiempo y, d findizar €
tiempo de incubacion para cada muestra, detener la reaccion también a intervaos
regulares, ya sea por € agregado de agun reactivo o por € cambio de temperatura.
Utilizar este méodo cuando hay que mangar un gran nUmero de muestras resulta
tedioso y extremadamente complicado para programar los tiempos de agregado de
enzima. S se agrega la muestra de enzima cada 15 segundos y se mide cada muestra
por duplicado y con un blanco de reaccion, en 10 minutos de reaccion no pueden
medirse méas de 20 muestras Sn que s superpongan los tiempos de agregado de la
enzima y de findizacion de las primeras muedras. A fin de evitar este inconveniente,
se probd € siguiente méodo. Se coloca 450 m de sustrato en cada tubo a utilizar y se
sumergen dichos tubos en un bafio de agua-hido. En cada uno de los tubos, se
adicionan 50 ni de la solucion de enzima a andizar, convenientemente diluida A
tiempo cero, se trangfieren todos los tubos a un bafio termostéico a 37°C durante 10
minutos cuidando de agitar por unos segundos a fin de acderar la transferencia de
cdor. Transcurrido ese tiempo, se vuelven las muestras ad bafio de agua-hido y s
agregan 50 ni de la solucion de enzima en los tubos correspondientes a cada blanco.
Latécnica colorimétrica es igua para ambos métodos.

Eda técnica fue contragado contra la técnica origind utilizando  diferentes
volimenes de la solucion stock, obteniéndose, en las condiciones de reaccion
propuestas, resultados muy smilares entre ambos protocolos (Fig. 3.3). Todas las
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muestras fueron tratadas por triplicado.

0.6
0.4

0.2

Actividad enzimatica (U . mL™)

o'0""I""I""I'"'I""I""I'
0 20 40 60 80 100 120

Volumen de solucién stock
de enzima diluida 1:20 (pL)

Figura 3.3: Actividad comparativa utilizando el método
tradicional de medida (@) y e método con

preincubacién en hielo (A).

3.3.2 Caracterizacion de la actividad enzimatica.

El primer pardmetro medido fue d grado maximo de hidrdliss que la enzima
puede redizar. El grado de polimerizacién del producto obtenido en cada tiempo de
reaccion se caculo en funcidn del poder reductor de la muestra.

Como puede verse en la figura 1.3, en promedio, € vdor inicid dd grado de
polimerizacién de PGA (calculado por € vaor dd poder reductor de los blancos de
reaccion) fue estimado en 120 (PM @21000). Considerando € incremento del poder
reductor de la mezcla, € grado de polimerizacion fina dd producto puede ser
esimado entre 3 y 4. A la solucion con € maximo grado de hidrdliss e le dio €
nombre de Solucion de Productos Finales (SPF).

Blanco y col ** han reportado un vaor de 4 para € grado de polimerizacion del
producto find de degradacién de una endopoligdacturonasa de S. cereviciae. Este
valor es coherente con otros reportados para otras endoPGasas |as que, en genera, no
pueden degradar dimeros y trimeros de &cido galacturonico *°, 37 o lo hacen a una
velocidad mucho menor. Se ha reportado que la endo PGasa de Saccharomyces
fragilis degrada d trigdacturonico a una velocidad 50 veces menor que da
tetragalacturonico. Un caso amilar se encuentra en Aspergillus niger para una endo
PGasa extracdular en la que la rdacion de velocidades para la degradacion de
tetragal acturénico atrigalacturénico es de 20 7.

Td como s ve d la Fig. 2.3, cuando se agregan mas de 0.08 U de PGasa en €
tubo de reaccion, la relacion entre poder reductor liberado y enzima agregado se
gpata de la linedidad. Hay d menos dos posbles hipdtesis para explicar este
fendbmeno, la primera es que la reaccidon no esté transcurriendo en condiciones
saturantes y la velocidad de reaccion medida no sea la inicid sno un promedio de
velocidades. La segunda poshbilidad es que @ incremento de la concentracion de
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productos de reaccion inhiba de dgunaformaalaenzima.

A fin de ver cua de las dos posibilidades es la causante de ese comportamiento, se
midi6 la actividad enzimética en ausencia y en presencia de diferentes cantidades de
SPF. La solucién de productos findes fue obtenida en este caso de una forma
ligeramente modificada a fin de ahorrar tiempo. La solucién de PGA (5 mg.L™) fue
tratada directamente con la solucion stock de enzima (sin diluir) durante 15 minutos.

El protocolo de trabajo fue @ siguiente. Se prepard una solucion 18 g.L™! de PGA
en AcB, de ésta se adicionaron 50ul en todos los tubos y luego se adicionaron 0O, 50,
100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 pl de SPF completandose en cada caso € volumen
find de 450 pl de reaccion con AcB. De cada serie se redizaron cuadruplicados, un
blanco con SPF sn enzima y un blanco de sudrato (Sn SPF ni enzima). En todos los
tubos de reaccion se pusieron 0.06 unidades de PGasa. La actividad recuperada se
calcula restando a cada tubo de cada serie d vaor del blanco con SPF.

Como puede verse en la figura 4.3, la actividad medida en cada uno de los casos
fue smilar, y no se notd un decamiento de la actividad alin por € agregado de dtas
cantidades de productos findes de reaccion (equivalentes a 534 mg.L! de GALA).
Los equivdentes de SFP agregados fueron medidos de los blancos de reaccion sin
enzima

Egtos resultados indican que € decamiento en la velocidad de reaccidn no se
produce por la acumulacion de productos findes de reaccion, d menos en las
condiciones de medida, sno que es causado por la disminucidn de la concentracion
de sudrato durante la misma Segin puede verse en la figura 1.3, la actividad
enzimatica no depende directamente de la cantidad de sustrato sno de su grado de
polimerizecion, como la enzima es una endo-PGasa, los productos de la reaccion
enzimética son a su vez sudrato de la enzima por 10 que la concentracion de sudtrato
no disminuye durante la reaccion hasta que € grado de polimerizacion acanza un
vaor de gproximadamente 10.

140
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80
60 <

40

Actividad recuperada (%)
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0 T T T T T T T T T

0 61 131 207 277 350 401 441 534

Equivalentes de reduccién
agregados de GALA (mg . L'l)

Figura 4.3: Actividad recuperada en relacion al
agregado de diferentes cantidades de productos finales
de lareaccion, agregando en todos los tubos 0.06 U de
PGasa.

Existen agunas variables comunes de laboratorio que sudlen no tenerse en cuenta
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en d momento de redizar una técnica enzimdtica, dos de dlas son € tiempo
transcurrido entre la dilucidn de la muestra y la medida de actividad y la otra es d
tiempo de agitacion en vortex de la muestra. Dado que se encontraron en principio
dguna vaiaciones de dificil explicacion, se decidid estudiar € efecto de estas dos
variables sobre la actividad de laenzima.

Paa edudiar € efecto de la agitacion se rediz6 d dguiente protocolo. Una
muestra de cultivo de G. klebahnii se diluyé 1:10 en € tubo de reaccion y se enfrid
en un bafio de agua hido. Luego se agitoé en d vortex y cada 10 segundo se tomé un
muestra para determinar actividad enzimética. Los resultados obtenidos se muestran
enlafigura5.3.
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Figura 5.3: Efecto de la agitacién sobre la actividad
enzimética

Puede verse que la enzima pierde gran parte de la actividad con la agitacion. Este
efecto no es en generd tenido en cuenta en la medidas de rutina SN embargo,
Colombie y col. 3 han encontrado & mismo comportamiento para lisozima de clara
de huevo. Egte efecto puede deberse a la desnaturdizacion de la enzima debida a las
fuerzas de corte que se generan en @ solvente durante la agitacion sumado a efecto
del O, que se disuelve debido alaagitacion *°.

En rdacion d efecto dd tiempo transcurrido entre la dilucion y la determinacion
enzimdtica, se rediz0 € sguiente ensayo. Se diluyo con AcB la solucion stock 1:20
y e incubo la solucion diluida y un testigo de la solucion sin diluir a 0°C y a 37 °C.
L os resultados obtenidos pueden observarse en laFig. 6.3.

Como puede obsarvarse, la enzima es muy estable cuando esta en una
concentracion relativamente dta y en frio, conservando més dd 90 % de la actividad
inicid aun después de 4 horas. En contraste, cuando se diluye, la estabilidad
disminuye bagtante perdiendo agoroximadamente la mitad de la actividad en ese
periodo de tiempo. Wang y Keen 2 han encontrado € mismo efecto para una
endopoligalacturonasa de Verticillum albo-atrum. Cuando esta enzima esta en €
medio de cultivo es sumamente estable pudiendo incluso concentrarse a 40-45 °C sin
mayores perdidas de actividad, pero pierde rgpidamente la actividad cuando es
purificada. Blanco y col. ** también ha encontrado una estabilidad muy grande para
una PGasa de S cereviciae la cud pierde menos de un 5% de la actividad cuando se
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laincubaa 37°C por € término de una hora.

14

Actividad PGasa

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

Tiempo (Min)

Figura 6.3: Actividad PGasa en funcion del tiempo de
incubacién a temperatura constante. @ Solucién stock

a0°C. B Solucion stock a 37°C A Solucion diluida a
0°C. ¥ Solucién diluidaa 37°C

Observando estos resultados, se determind que para las medidas de rutina es muy
importante redizar las diluciones a Ultimo momento y homogeneizarlas, 0 bien por
inverson, o utilizando @ vortex pero durante un tiempo extremedamente corto
(habituamente con un par de pulsos de un segundo 0 menos es sUficiente para
conseguir una buena homogeneidad).

Es habituad que las enzimas se vean afectadas en su actividad por la presencia de
cationes en la mezcla de reaccion “°, °. Este efecto podria aterar las medidas de los
cultivos ya que € medio de cultivo posee vaios caiones indispensables para €
crecimiento dd G. klebahnii.

Para investigar S dichos metales poseen agun efecto sobre la enzima, se redizb la
sguiente experiencia. Se incubaron dicuotas de la solucion stock con diferentes
concentraciones de dichos metales, bs cationes ensayados fueron Ca?*, M¢?*, Co?",
CU, Fe**, Zn** y Mt por ser estos los més frecuentes en los medios de cultivo. En
todos |os casos se ensayaron dos concentraciones distintas, 1.0y 10 mM.

Para € ensayo, se incubd la solucién stock con @da uno de los metdes a 37°C
durante 30 minutos y luego se procedio a la medida de la actividad enzim&ica con la
técnica habitual, luego de las diluciones correspondientes, la concentracion de los
metdes en las mezclas de reaccion fueron 50 x 10° y 50 x 102 mM
respectivamente. Las muestras se incuban previamente a la medida porque la
inactivacion de las enzimas por metdes sude no ser inmediata y en caso de redizar
la adicion de los cationes sobre la mezcla de reaccion en @ momento de comenzar la
cinética, puede que en los 10 minutos de reaccién no se observe ningun efecto.

No se encontraron diferencias sgnificativas en la actividad medida con respecto a
los testigos Sin tratamiento savo € caso de la incubacion con la solucion 10mM de
Cu'?, en este caso, la actividad recuperada fue del 75 %. Wang & Keen 2 reportan un
valor de K = 7.0 x 10° mM para la endo-PGasa de Verticillium albo-atrum lo que
representa un 58 % de inhibicion para una concentracion 5,0 x 102 mM de Cu™.
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Cabe destacar que esta es una concentracion practicamente imposible de encontrar en
un medio de cultivo. Edo indica que la actividad enzimética puede ser medida sin
interferencia directamente en @ sobrenadante de los cultivos, sempre y cuando la
concentracidn de azlcares reductores |o permita.

Otro ensayo redizado para ver las posbles interferencias en la medida fue la
medida de la actividad enzimética preparando las soluciones de PGasa y de PGA en
buffer acético/acetato preparado con Na o con K'. En esta prugba no se obtuvieron
diferencia Sgnificativas entre uno y otro buffer.

Sakai y col. ** reportan que a concentracion 1.0 mM de Ca'? en la mezda de
reaccion se observa una actividad resdud del 44% de la dd testigo. Para verificar
este posible efecto, se estudié @ efecto del Ca™ a concentraciones mayores que las
de la experiencia anterior, no incubando la enzima previamente sSno agregando dicho
caion directamente en la mezcla de reaccion en concentraciones variables, desde 0 a
25 mM. La activided enzimdtica s ve fuertemente inhibida a concentraciones
relativamente bgas (Fig. 7.3), edte resultado es concordante con la PGasa de
Monilinia fructicola la cud pierde més de un 50% de la actividad control con
concentraciones de 0.6 g.L™* de calcio #? y con una PGasa de A. niger cuya actividad
se ve reducida hasta un 36% en presencia de Ca'? 2,0 mM 2°. A diferencia del trabgjo
de Saka antes mencionado, en nuestro caso € Mg™ posee un efecto activador (Fig.
7.3).
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Figura 7.3: Actividad recuperada con el agregado de
diferentes cantidades de MgS0,.7H,O (A) y CaCl,
(@) enlamezclade reaccion.

Cuando s ensay0 d efecto combinado de ambos cationes, se observd que €
efecto inhibitorio dd Ca™ en concentracion 0.5 mM, es parcidmente revertido por
concentraciones crecientes de Mg' (Fig. 8.3).

Cuando las soluciones de dichos cationes se prepararon a partir de SO, o CI', no
s encontraron diferencias entre las medidas de inhibicion y activacion, 1o que indica
que € efecto es causado por @ catién y no por € anién. La Fig. 9.3 muestra los
resultados de dicha experiencia en la que ensay6 € efecto dd MgSO, y MgCl en
concentraciones 0.5, 1.5 y 20 mM vy la reverson de la inhibicion de 1.0 mM de
CaCl, causada por concentraciones 1.0 mM de MgSO4 y MgCl.
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Figura 8.3: Actividad relativa con €l agregado de 0.5
mM de CaCl, y diferentes cantidades de MgS0O,.7H,0.

Las causas de este comportamiento excede los limites de nuestro plan de trabgo y
aln deben ser elucidadas.
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Figura 9.3: actividad relativa en presencia de diferentes
cantidades de MgS0O,.7H,O (V) y MgCl, (@) y con
CaCl; 1.0 mM, en presencia y ausencia de 1.0 mM de

3.3.3 Determinacion de constantes cinéticas de la PGasa de G.
klebahnii.

A fin de determinar las condantes cinéticas de la enzima, se determinaron las
velocidades iniciales con diferentes concentraciones de sudtrato, desde 0.1 a 25 gL
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!, Durante la colorimetria, d gel formado por e sustrato a concentraciones mayores
de 2 gL?, hubo de ser removido por centrifugacion. Para esta determinacion, se
redizaron quintuplicados de las muestras.

Como puede verse en la figura 10.3, la cinética de hidrdliss dd PGA puede ser
descripta por una cingtica del tipo de Michadlis-Menten la cud responde a una
€ecuacion del tipo

S
V=V,
K_+S
60
50
o] x
£ .
€ 40
i ]
S N
€ 30_
€ .
8 20:
° _
> ]
10 H
0 L L T T T LI | T T LI | T T LI | T T T T
0 1 2 3 4 5
-1
So (g.L7)

Figura 10.3: Gréfica de Michadis-Menten. Velocidad
inicial en funcion de la concentracion inicia de
sustrato.

Los paameros cinéticos Kn Yy Vmax fueron cdculados a patir de la
transformacion de Hanes-Hultin*3.

S
0 VTTBX Vma\x

S_Kn L S
V,

donde S, es la concentracion inicid de sudrato y V, la veocidad inicid de la
reaccion.

La figura 11.3 muedra la gréfica de edta ecuacion, a patir de dla pueden
determinarse facilmente los parametros cingticos de la enzima. Edta transformacion
tiene la ventga con respecto a las demés linedizaciones de la ecuacion de Michadis-
Menten que no agrupa los datos Igjos del origen tal como lo hace la doble reciproca o
de Lineweaver-Burk sno que digribuye uniformemente los daios a lo largo de la
grefica

B Ky aparente para dicha reaccion es de 0.189 g.L, dicho vaor fue caculado a
través de la legreson de la ecuacion antes mencionada. Cabe destacar que este vaor
de Kn b‘jo con respecto a otros reportados para diferentes PGasas de diversos
origenes *4, *° 'y seglin puede verse en la tabla 11.3, muestra que la PGasa de G.
klebahnii posee propiedades cinéticas més cercanas a las de levaduras que a las de
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hongos filamentosos y vegetaes.
Egte vaor confirma que la concentracion degida para la medida es la correcta ya
gue es mayor que 10 X K.

70

— -1
o] Ky=0189£0013 g.L

50 -
40
30

20

S, - VO‘l (g . min. mmofl)

10 +

0 1 2 3

Se(g.Lh
Figura 11.3: Gréficade Hanes-Hultin.

Para verificar § € méodo puede ser utilizado en la medida directa en medios de
cultivo, s2 midio la actividad encontrada en diferentes diluciones del sobrenadante de
un cultivo batch de G. klebahnii ATCC 42397 crecido en € medio testigo. Las
medidas se redizaron por triplicado. Los resultados se indican en la Tabla 111.3.
Como puede verse, no s encontraron diferencias ggnificativas en las actividades
recuperadas. Cuando la muedtra tiene bga actividad, se pueden utilizar mayores
tiempos de incubacion sin que se observen diferencias significativas.

Dilucién del sobrenadante T('rermgo Actividad recuperada (U.mL ™)
115 10 143
140 10 150
1100 30 141

Tabla 111.3; Actividad medida en sobrenadantes de

cultivos de G. klebahnii a diferentes diluciones con la
técnica optimizada.
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Capitulo 4

Estudio del crecimiento de G. klebahnii.

4.1 Introduccion

4.1.1 Nomenclatura utilizada en el presente capitulo

FCE Fuente de Carbono y Energia
X Concentracion de biomasa(g. L ocmol . L™Y)
FN Fuente de nitrégeno
S Sustrato (FCE)
P Producto (Etanol si no seindicalo contrario)
rx Velocidad volumétrica de produccion de biomasa(g. L™ .ht ocmol . L. h?)
rs Velocidad volumétrica de consumo de FCE
o, Velocidad volumétrica de consumo de O,
lcos Velocidad volumétrica de produccion de co»
N Velocidad volumétrica de consumo de FN
My Velocidad volumétrica de produccién de calor (KJ. L™ . h™)
Qi Velocidad especifica de consumo o produccién de algiin metabolito (g . gx . h™)
m Velocidad especificade crecimiento (h™)
Yx/s Rendimiento de biomasa en funcién del sustrato (g. g™)
Ye/s Rendimiento de producto en funcion del sustrato
Ycoos Rendimiento de CO, en funcién del sustrato
Y x/s Rendimiento de biomasa en funcion del sustrato (cmol . cmol'l)
Y pis Rendimiento de producto en funcion del sustrato
Y cozss Rendimiento de CO, en funcion del sustrato
Ms

Coeficiente de mantenimiento celular (gs. gx > . h™)
D Velocidad de dilucién en un cultivo continuo (h™)
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4.1.2 Marco teérico.

En este capitulo se vuelcan los resultados de una serie de estudios redizados a fin de
recabar informacién acerca de la estequiometria, energética y cinética del crecimiento
de G. klebahnii dado que en la bibliografia consultada no se ha encontrado informacién
adguna d respecto. A fin de conseguir la informacion requerida, se redizaron estudios
tanto en Sstema batch como en cultivo continuo

Para los clculos basicos se utilizo d modedo llamado de “cga negrd’. En edse
modelo se consdera que la célula es un compartimiento abierto que recibe un flujo de
FCE, uno de fuente de nitrégeno y uno de G y dd cua sden flujos de biomasa, CO,,
H20O, agun producto (s lo hubiera) y energia (como caor). En este modelo no se hace
ninguna suposcion sobre d metabolismo cdular. En la figura 14 s observa un
esquema de modd o utilizado.

H
Figura 1.4: Esguema del crecimiento celular segin el
modelo de cajanegra

La suma de los flujos de cada uno de los dementos (C, H, O, N) que ingresa d
sstema, debe ser igud alasumade los flujos de salida de ese demento.

A fin de fadlitar los clculos debido a la complgidad de los compuestos
involucrados (especidmente la biomasa) se define una cantidad determinada de cada
sugtancia denominada carbono-mol (cmol) como la cantidad de cudquier compuesto
carbonado que contiene 12 g de carbono.

La ecuacion que relaciona los flujos de ingreso y egreso del sstema queda definida
de la dguiente forma. Se omite d flujo de agua ya que d cultivo se rediza en medio
acuoso.

rsCH,O, +ryNH;+r, O, %3 r,CH_O, N, +r,CH O, N, +r,, CO,+r,H (1)

La conveniencia dd uso dd cmol queda en evidencia de edta forma ya que § s
expresan losflujosen cmoal . I . bt se observa que:

rg =ly +leo, +1p (2

S sedivide ala primera ecuacion por rs se obtiene la Sguiente ecuacion:
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My o 'x ' foo gt
CH,Q, +-XNH, +-2Q, %% XCH, O, N, +-2CH, O, N, +-%2CO, +--H (3)
r-s rs 2 2 2 rs 3 3 3 r-

rS S S

Las relaciones de velocidades resultan ser los coeficientes estequiométricos de cada
uno de los componentes participantes de la ecuacién de crecimiento. Por convencion
toman lasiguiente denominacion:

r r r l'co, r

N — rO — — — — —
N=g —=2=p X= _P = = H = 4
I's S s y% I's y%‘ I's yco% S ( )

Los codficientes correspondientes a los productos son las cantidades que se obtiene
de cada uno de dlos cada vez que = consume un cmol de FCE y se los denomina
rendimientos.

Para cdcular los coeficientes estequiométricos de la ecuacion de crecimiento se
deben medir todas las variables del cultivo, biomasa, FCE, velocidad de consumo de O
y de produccién de CO, y concentracion de producto (S 1o hubiera). El modo de caculo
de los rendimientos en cada Sstema de cultivo se explican mas adelante.

La compodcion macromolecular (cantidad y cdidad de hidratos de carbono,
proteinas, lipidos y é&cidos nucleicos) de los diferentes microorganismos es muy
vaiable. Incluso exige una gran vaiabilidad dentro de la misma especie en los
diferentes estadios de crecimiento sn embargo, la composicién dementad es dtamente
conservada® 2.

Andizando la composcion dementd de una gran cantidad de microorganismos,
tanto eucariotes como procariotes, se ha encontrado que existe una regularidad en su
“formula minimd'. Se puede definir un microorganismo estdndar 0 promedio como
aquel gue posee la dguiente composicion: CH; gOpsNo2, Sendo estos componentes €
95% en masa de microorganismo (€ 5% restante son sdes), esta formula estandar
resulta de mucha utilidad cuando no se cuenta con informacion acerca de la
composicidn exacta del microorganismo bgjo estudio.

S se consume un Gmoal de FCE (12 g de carbono) y la fuente de nitrdgeno no aporta
carbono, por la ley de conservacion de la materia debera haber 12 g de carbono dd lado
de los productos. S los rendimientos se expresan en carbono mol de biomasa, CO, o
producto por carbono mol de FCE, la suma de los rendimientos de biomasa, CO, y
producto debe ser igud a uno.

De un baance smilar d anterior pero para los eectrones surge que, en un cultivo
aerobio, todos los eectrones disponibles de la fuente de carbono y energia deben
repartirse entre € O,, la biomasa y los productos (3 los hubierd). Para cuantificar la
cantidad de dectrones disponibles de una sustancia se define un pardmetro llamado
grado de reduccion (g) 3. Este pardmetro es igud a la cantidad de electrones que una
sustancia puede entregar durante su combustion hasta un nivel de referencia dado,
usudmente CO,, H2O y NHgs, los que se toman como estado de referenciay como td
tienen un valor de g igud a 0 ya que no tienen eectrones disponibles. Mediante € uso
de bdances dementdes s demuestra formamente que para un cmol de cuadquier
sustancia genérica CH.OpN¢, € vaor de g (para la referencia antes mencionada) viene
dado por:

g=4+a2b-3c. (5)
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Como gemplo de estos parametros la tabla 1.4 muestra los vaores de la formula

molecular, formula dd C-mal y g de agunos compuestos usudmente relacionados con
diferentes cultivos microbianos.

Compuesto Férmulamolecular C-mol Peso de g
un c-mol
acido oxdlico CH,04 CHO, 45 1
&cido formico CH,0» CH,o2 46 2
&cido acético CH40s CH,O 30 4
g| ucosa CsH1206 CH,O 30 4
biomasa (esténdar) """"" CH;18005Ng.2 25.8 4.2
gl icerol CsHgO3 CH g6° 30.66 4.67
etanol CHgO CH30g5 23 6
metanol CH,O CH,O 32 6
metano CH, CH, 16 8

* Tomando como referencia H,0, CO, y NHs.

Tabla 1.4: Férmula molecular, formula minima y valores de

grado de reduccién para algunos compuestos carbonados
comunes.

Mateméticamente, estos dos balances quedan expresados como:

Yx/ * Yoo, % + Yo = 1 Balance de carbono (6)

9s- 4D=Y, gy + Yy/9e

0, reordenando Bal ance de grado de reduccion  (7)

y%gx . y%gp +£ _
9s 9s Gs

1

donde 4b son los eectrones de la fuente de carbono que van a parar d O, para obtener

energia a través de la cadena respiratoria. En caso de que la fuente de nitrogeno posea
carbono, debe ser considerado dentro del balance correspondiente.

En d caso paticular de G. klebahnii creciendo aerébicamente con urea como fuente

de nitrogeno y en condiciones en las que no genera producto,

la ecuacidn
estequiométrica se reduce a

S+aCO(NH, ), +b0, %:® y, X + yco//co2 +WH,O+DH  (8)
S S

El balance de carbono resulta ser:
y% + yco% :1+a (9)

En cuanto d baance de grado de reduccion, no se ve dterado 9 se utiliza como nive
de referencia parad nitrogeno ala urea.

No toda la FCE que se consume se utiliza para la produccion de biomasa o
productos. En todos los cultivos de microorganismos existe una fraccion de FCE que se
degrada a fin de obtener energia para mantener a las cdulas viables. Eda energia se
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destina d recambio de proteinas, de mRNA, en las bacterias gram postivas, d
recambio de pared, a mantener gradientes de pH, dectroquimicos u osmaoticos y
también se gadta en ciclos fltiles. A eda fraccion de FCE s le llama energia de
mantenimiento.

Para explicar este concepto es conveniente volver a la ecuacion (1) e introducir en
dla & postulado de Pirt 4 que dice que existe un cierto flujo de FCE, proporciond a la
cantidad de biomasa, que se destina d mantenimiento celular

r, =m.X (20)
donde ¥, es la velocidad de consumo de FCE utilizada para € mantenimiento cdular y
ms, es € coeficiente de mantenimiento cdular, la cantidad, en gramos o cmol, que se
consume de FCE por unidad de tiempo y de cantidad biomasa.

S la ecuacion 1 se desdobla en una que contenga d flujo de FCE degtinado d
crecimiento ro y otra que incluya d fluo destinado d mantenimiento ry, queda €
dguiente ssema. Por smplicidad se conddera que no hay formacion de producto
(aunque € tratamiento en ese caso es exactamente d mismo) y se omite € flujo de agua.

rg =r, +r, (11)
rFCE+r NH, +ro 0, %23 1, X +1,, CO, Crecimiento (12
rWFCE +10yn0, 23 10, nCO, Mantenimiento  (13)

El rendimiento observado resulta, ta como se derivd de la ecuacion 1, de dividir €
flujo de biomasa por € flujo tota de FCE.

— X = rX
y% === (14

S s dvide rx por rc se obtiene d vador dd rendimiento verdadero y;”/ax que
S

representa la cantidad de biomasa que se obtendria a partir de un carbono mol de FCE s
no existiera mantenimiento.

ym =Ix (15)

%o,

S sinvierte la ecuacion 14 queda:

Como r,=mX P

i = 1ax +ﬂ (16)
y% y)?/s M

Reordenando laecuacion 16 sellegaa:
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ro =—X+mX (17)
&

Laecuacion 17 se conoce como ecuacion de Pirt.

El rendimiento verdadero y d coeficiente de mantenimiento cdular dependen
principdmente de microorganismo pero también dependen en forma muy marceda dd
entorno en & cua debe crecer. Cuando € microorganismo crece en las condiciones
optimas de temperatura, pH y presion osmdtica los valores de ng s hacen minimaos y
pueden aumentar mas de diez veces cuando dichas condiciones se modifican. En la tabla

LI 4 s hace referencia a dgunos datos hibliogréficos que ilustran este comportamiento *

Microorganismo FCE FN Condiciones de
crecimiento gsgxht

Klebsiella aerogenes Triptofano  NH4Cl (2g/L) Anaerdbico 2.88
Klebs ella aerogenes Triptofano  NH4Cl (4g/L) Anaerébico 3.69
Klebsiella aerogenes Glucosa NH,4Cl Aerobico 0.06
Saccharomyces cerevisiae Glucosa NH,4Cl AerébicoC.C.aD=0.15 0.016
Saccharomyces cerevisiae Glucosa Anaerébico 0.036
Saccharomyces cerevisiae Glucosa anaerébico NaCl 1M 0.360

Azotobacter vinelandii N, O, disuelto 0.2 Atm 15
Azotobacter vinelandii N, o2 disuelto 0.02 Atm 0.15
Bacilluscoagulans Glucosa NH,Cl CC.D=04h? 0.16

Tabla 11.4: valores del coeficiente de mantenimiento para
diferentes condiciones de cultivo.

4.1.3 Balances de materia en el biorreactor.

La figura 24 muestra un esquema generd de un cultivo en un biorreactor. Se indica

d flujo de entrada (F1) y sdida (F,), & indica la concentraciéon de FCE en d deposito
de dimentacidn (puede ser d limitante o no), X, Sy P son las concentraciones de

Fi, &
v FZ,S,X,P>
X S
<O
P

Figura 2.4: Diagrama esquemético de un cultivo en
biorreactor.

56



Capitulo 4. Estudio del crecimiento de G. klebahnii.

biomasa, FCE y producto respectivamente en d biorreactor y, S se acepta la hipdtesis
de mezclado perfecto, como la composicion del reactor es homogénea, es también la
concentracion de dichas sustancias en € flujo de sdida

Dependiendo dd dstema de cultivo que se use dgunos de los flujos ariba
mencionados pueden ser nulos. En un sstema batch, i y F»> son nulos y d ssema es
cerrado para la fase liquida, en un sstema tipo batch adimentado, R es digtinto de cero y
F2 es nulo y en un sstema de cultivo continuo, i y F, son igudes entre 5 y distintos de
cero.

Para llevar a cabo un edtudio cinético de un cultivo se rediza un baance para las
diferentes propiedades de estado (biomasa, FCE, producto, etc) teniendo en cuenta para
cada una de dlas la cantidad que entra, la que sale, la que se genera dentro del reactor y
la que se consume dentro del mismo.

En forma generd, matematicamente dicho baance queda expresado como:

dAV
?: lA‘ - le% inA (18)

donde dAV/dt es la velocidad de acumulacion de la propiedad extensva A (como
cantidad absoluta), i y F, son los caudaes de ingreso y egreso de medio d reactor en
litros por hora, A y Ae s0n las concentraciones de A en la dimentacion y en € reactor
respectivamente, V. es € volumen dd reactor y ra es la velocidad volumétrica de

produccién o consumo de A respectivamente. S @ mezclado es perfecto, A dentro del
reactor y A en la corriente de sdlida, son iguaes.

Cultivos batch:
Td como s indicd anteriormente, en los cultivos en batch no entra ni sale medio de

cultivo por lo que los flujos R y F2> son nulos 'y @ volumen es constante durante todo €

cultivo.
Para este caso en particular, |os balances de materia quedan representados por:

dxv dX

? —er b E: I‘x (19)
asv ds
T =Vrs b E = S (20)

Debido a que en este tipo de cultivos es imposible medir en forma precisa  vaor de
rx Y rs no pueden cdcularse los rendimientos como una relacion de velocidedes, ta
cud surge de la reacion de flujos (ec 4). En los cultivos en batch se cdculan los
rendimientos globaes, utilizando para € cdculo d vador integrado de cada una de las
vel ocidades durante toda |a fase de crecimiento.

Por las ecuaciones 19y 20 resulta:

_dx_ DX
st ds DS

Andogamente
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Vo, = - E Y, = _ COZ(tOI) b= OZ(tot)
% DS A DS DS

Una vez cdculados los rendimientos, los balances de carbono y grado de reduccion
secdculanta cud seindicaenlasec6y 7.

Cultivos continuos.
El cultivo continuo tiene la particularidad de que i y F»> son igudes entre g, por lo
gue d volumen permanece congtante, luego:

dA_FA FA
—A

da Vv Vv

a la rdacion F/V |, que es condante § F es condante, se la denomina velocidad de
dilucion (D) y es una vaiadle experimentd muy importante en este tipo de cultivo.
Tiene unidades de h!. A lainversa de D e la denomina tiempo de retencion y equivae
d tiempo que transcurre mientras fluye por d reactor un volumen de medio igud d
volumen dd cultivo.

En estado estacionario:

%:DAr- DA+r, =0

paracudquiera de las variables extensvas dd cultivo.
Para @ caso particular de la biomasa (X), no se incorpora con € medio (Xr = Q) y
s0lo se produce dentro del reactor. La ecuacion de balance para biomasa es.

dX

—=-DX +r, =0
dt X
gr,=nX P mX-DX =0P
nX = DX b
m=D

Como U queda fijo a través del caudd de dimentacion y no depende de los
componentes del medio de cultivo o de los pardmetros fiscos dd cultivo (pH,
temperatura, etc.), se puede edtudiar € efecto de cualquiera de estas variables (por
gemplo diferente fuente de carbono) con la seguridad de que un cambio observado en
un parametro determinado estara causado por dicho cambio y no a la variacion que este
cambio produce en la velocidad de crecimiento.

La ecuacion de baance parad FCE tomalasiguiente forma:

?zDSr- DS-r, =0

r=D(S - S)
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Dado que en ede tipo de cultivo tanto las velocidades volumétricas como las
especificas pueden ser caculadas con gran exactitud, los rendimientos se caculan en
funcion de dlas y no de las cantidades globdes como en € bach. En este cao
tendremos:

My leo, f'o,
Yy, == Y/ = 0O b=—2
%1 % rg I
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Cepa.

Se utiliz6 en todos los caso d Geotrichum klebahnii (G. kiebahnii) ATCC 42397. Como
no se dispone de su composicién elemental, se utilizé la propuesta por Dekkers y col ©
para Sacharomyces cerevisiae creciendo en un medio definido limitado en glucosa
(CH1.8300556N0.17). Con esta composicion, suponiendo un 5 % de sdes, d peso de
carbono mol de biomasa es de 26.45 y € grado de reduccién con respecto a la urea es
4.2.

4.2.2 Mantenimiento de la cepa.

La cepa se conserva a -70°C en glicerol d 15 % (V/V). Se repica en un medio de
mantenimiento y se la mantiene bgo vasdina a 4°C durante aproximadamente 6 meses.
Este cultivo es d que se utiliza para sembrar todos los alltivos redizados tanto en batch
como en cultivo continuo.

4.2.3 Medios de cultivo.

M edio de mantenimiento:

Componente Concentracion
Peptonade carne 5¢gL"
Extracto de levadura 5g.L*
Glucosa 20g.L™?
Agar 20¢g.L?
PH 50

Medio dereferencia (MR):

Los trabgjos reportados sobre cultivos de G. klebahnii por Sakai y col fueron
redlizados en un medio complgo, llamado por d autor GYP (20 g.L* de glucosa, 5 g.L™*
de peptonade carne'y 5 g.L de extracto de levadura) ’.

Los medios complgos poseen una serie de inconvenientes para € tipo de estudios
que se queriaredizar.
> Es muy engorroso estudiar su composicion quimica y mas dificil aun conocer su

composicion macromolecular. La naturdeza de los las peptonas y extracto de
levadura cambia de una marca a otra e incluso de una partida a otra Dado que no
habia reportado ninglin medio sintético para € crecimiento de este microorganismo,
se disefid d utilizado como testigo siguiendo los lineamientos dados por Fiechter 8.
Este medio fue probado en cultivos batch y en sistema continuo (ver mas adelante).

Componente Concentracion Ac. Citrico 0.45¢g.L™
Glucosa 50gL" Solucién de cationes imL.L?
PO4HK , 1g.L? Solucién de aniones imL.L?

CaCl,.2H,0 01gL? Solucién de vitaminas imL.L?

MgSO, . 7H,0 0.6g.L™? pH 50

Urea 06g.L*
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Solucién de Vitaminas *

Acido Fdlico
Inositol
Biotina
Pantotenato de Ca
Acido p-amino benzoico
Riboflavina
Piridoxina

6mg.L?
6mg.L?
6mg.L?
0.80gL*
0.80g.L*
0.80g.L*
160g.L*

Solucion de Aniones *

Componente Concentracion
Na,M 00, . 2H,0 0.65g.L™
IK 01gL?
BO;H; 01gL?
Solucién de Cationes *
Acido citrico 0.60g.L™
CoCl, . 6H,0 015¢g.L*
MnSO, .H,0 300g.L?
ZnS0, .7H,0 500¢g.L*
FeSO, .7H,0 150g.L"
CuS0,.5H,0 0.75g.L*
PH 15

(*) Soluciones stock 1000X y agregadas al
medioarazénde 1 mL.L™, lasvitaminasy la
urea se esterilizan por filtracion.
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4.2.4 Cultivos en batch

Reactor: para la redizacion de estos cultivos se utilizd un biorreactor LKB de 4
litros de capacidad, @ cultivo se agité a 500 RPM y se le suministré aire con un cauda
de06L . min.

Medida de oigeno disuelto: durante d cultivo se midié € nivel de O disuelto con
un electrodo de tipo polarogréfico (Ingold).

Medida de gases: los nivdes de O, y CO, en € gas de sdida del resctor se
determinaron con un detector Servomex de tipo paramagnético ycon un detector Horiba
Fir 2000 con sensor infrarrojo respectivamente. Con estos datos y € valor del caudad de
aire se determinaron las vel ocidades de consumo de O, y produccion de CO..

La velocidad de consumo de G y produccion de CO, se determinan a través de un
baance de materia sobre la fase gaseosa. Midiendo la composicidon del gas a la sdida
del reactor pueden cacularse las velocidades de consumo de G y produccién de CO;
por medio de las Sguientes ecuaciones.

___F.079 T, ES (% 0,), (%0,),0
©: V. T.224 €100- (%0,),- (%CO,), 79 4
_F.079 T, 2 (% CO,), (% Q0,), 6

r.. = . .60.
7TV T 224 E100- (%0,),- (%CO,), 79 4

En donde F es d caudd de dimentacion de aire medido en litros por minuto, 0.79 es
e porcentge de nitrogeno en d are, V es d volumen dd cultivo en litros, oy T son
273 K y la temperatura de trabgjo (la de los gases), 22.4 es e volumen ocupado por un
mol de gas en condiciones normales de temperaturay presion.

En reactores grandes, de tipo industrid este valor de velocidad debiera edtar
corregido ademés de por la temperatura, por la diferencia de presiéon entre la que existe
en la entrada de gases y 1 Atm (CNTP) ya que la dtura de liquido sobre la entrada de
gases suele ser gpreciable y ademés es normd trabgar con una presén mayor de la
amosférica en € espacio cabeza dd reactor. Sin embargo, para reactores pequefios
como € usado en edas experiencias puede despreciarse dicha correccion. Los
subindices 1 y 2 representan porcentges a la entrada y sdida de  reactor
respectivamente. Las ecuaciones expresan la velocidad de consumo de @ y produccién
de CO, en moles por litro de cultivo y por hora

La cantidad total de O, consumido y CO, producido durante € cultivo se caculan
como laintegra de lavelocidad correspondiente en funcidn ddl tiempo

t
O, total consumido = (y,, dt
o
t
CO, total producido = (y, dt

to

Biomasa: dado que € microorganismo no forma pellets compactos cuando se lo
centrifuga, la determinacion de peso seco no puede hacerse por centrifugacion y debio
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ser redizada por filtracion en membrana de cdulosa El filtro utilizado fue de 0,45 nm
de poro (E04WP04700, MSI, USA). La biomasa retenida se lavd y secd a peso
constante a80°C °.

Determinacion de fuente de carbono: la glucosa s determind por @ método
enzimético de glucosa oxidasa (Wiener lab. Argenting) *°.

Determinacién de etanol: El etanol fue determinado mediante € méodo enzimético
de Boehringer Mannheim.

Determinacion de amonio: El amonio se determind mediante € méodo de azul de
indofenal. Paratd fin se utilizd d Kit de Uremia (Wiener lab. Argenting).

M edidas de pH: Fue monitoreado con un electrodo de vidrio (Mettler Toledo)

Con todos estos datos, se redlizaron los caculos estequiométricos correspondientes.
Para que los cultivos en @ biorresctor fueran cinéticamente comparables a los cultivos
en elenmeyer (en los que s edtudid ampliamente la expreson de la PGasa), se
inocularon con una suspension redizada a patir de cultivos en agar inclinado
consarvando la relacion nimero de tubos / volumen de cultivo igud a los cultivos en
erlenmeyers.

4.2.5 Cultivos continuos

En eda sarie de cultivos s utilizd como base d medio de referencia antes citado
(MR) d cud eda limitado en glucosa y en @ se fueron variando los diferentes
componentes 0 pardmetros a edudiar. Las modificaciones redizadas d medio de
referencia para adeptarlo a las demés limitaciones fueron las siguientes (los demas
componentes en cada caso fueron los dd MR):

a- Limitado en fésforo: K,HPO, 0.043 g L
b.- Limitado en nitrégeno: Urea0.075 g L™t
c.- Limitado en vitaminas: Solucién madre de vitamines 0.01 mL L™

Todos los cultivos se redizaron en un biorreactor Inceltech IH serie 210 de 1 L de
volumen Util méximo, control automéatico de temperatura y pH y monitoreo de O, con
electrodo polarografico. El volumen dd cultivo fue de 700 mL, la velocidad de dilucion
(D) utilizada fue de 0,2 h', salvo que se indique lo contrario, € pH se mantuvo en 5.0 +
0.1 por € agregado de solucion 1,0 N de HSO4 o NaOH. En todos los continuos se
determinG "on ling" temperatura, pH, agitacion y O, disudto.

El comienzo de todos los cultivos fue smilar. El biorreactor, conteniendo un litro de
medio de cultivo, fue sembrado directamente de un agar inclinado. Una vez agotado €
sudrato limitante se aore @ tubo de rebase con lo que € volumen disminuye a 700 ml
(volumen de trabgo) y se comienza con la dimentacion del medio correspondiente. Por
regla generd, aun en aqudlos cultivos que se mantuvieron con una limitacion didtinta a
la FCE, la dimentacion con d medio correspondiente se comenzé en d momento en
que € O, disudto comenzé a aumentar, sefid de que @ batch ha dcanzado la fase
estacionaria.

A fin de asegurar que ¢ haya dcanzado d estado estacionario se dgo transcurrir
drededor de 10 tiempos de retencion antes de tomar las muestras de cultivo para
redizar |as medidas correspondientes.

Para tomar la muestra correspondiente se recogio € efluente del biorreactor en un
recipiente sobre hielo y esa muestra se fracciond, 25 ml para medida de peso seco y €
reto para determinaciones anditicas, actividad enzimética, FCE, etc. De cada estado
estacionario se tomaron tres muestras separadas d menos 4 tiempos de retencion entre
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g.
Luego de cada cambio de condicion de cultivo se degé transcurrir d menos 10

tiempos de retencion a fin de asegurar que se hubiera llegado a un nuevo estado
estacionario.

Las medidas de pH, O disudto , gases a la sdlida, peso seco y FCE remanente se
redlizaron de igua formaque en los cultivos baich.
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4.3 Resultados y discusion.

4.3.1 Cultivos batch

La tabla 111.4 muestra los datos dd cultivo redizado en batch en € biorreactor LKB
utilizando € medio de referencia En este caso no se controlo € pH (sblo se midid) ya
gue durante € cultivo la incorporacion de urea no lo modifica y se queria verificar g
aumentaba a agotarse la fuente de carbono.

. CR
Tiempo X S rO, rCO,

(Horasy PO PH (1) .0 mmolih? mmortnt MACO
mol O,
0 003 54 001 49 0263 029 1103
25 0032 548 00l 474 0.467 0.309 0,662
45 0047 551 00l 447 0676 0329 0487
65 010l 553 001 492 0.801 0416 0519
85 0153 548 001 482 0443 1010 2280
105 026 550 004 449 0.878 1001 1163
125 038 55 00l 429 0.669 1032 1543
145 0573 564 002 412 1491 1564 1049
17  09% 560 02 385 2585 2852 1103
185 127 562 028 357 3162 3388 1071
21 22 569 08 228 6.154 6.454 1049
235 51 578 189 094 15171 15601 1034
25 7 619 252 003 3929 5361 1364
2% 732 66 244 003 3461 3616 1045
275 72 695 239 001 0935 1706 1825

CR: Cociente respiratorio
Tabla IlI1.4: Datos experimentales del cultivo de G.
klebahnii con glucosa, ureay sales. 500 RPM y 0.6 L.min’
! de aireacion.

En los primeros datos, donde la biomasa es muy pequefia, los vaores de b2 Y fco2
son muy pequefios y los erores se magnifican por lo que € vaor de cociente
respiratorio (CR) esta completamente agado de la unidad.

En las figuras 3.4 y 4.4 s observa la curva de crecimiento de G. klebahnii sobre €
medio de referencia asi como las curvas de consumo de O, y produccion de CO..
Debido a que G. kiebahnii posee en estas condiciones una fase lag relativamente larga,
se omiten los datos correspondientes a las primeras 7 horas de cultivo. Puede observarse
que una vez agotada la fuente de carbono d pH de cultivo comienza a aumentar. Este
efecto se debe a que la urea debe s hidrolizada a amoniaco y didxido de carbono para
poder ser incorporada en la biomasa. Mientras hay fuente de carbono disponible €
amoniaco es admilado a la biomasa pero cuando se agota la fuente de carbono y se
detiene @ crecimiento, € amoniaco s libera d medio de cultivo, dcdinizandolo. El
aumento de pH se corresponde con un aumento en la concentracion de NH;" en d
medio. Este comportamiento se corrobord experimenta mente,

De la curva de crecimiento se determind un valor de pnax de 0,45 h' (> = 0.954),
este valor es tipico para @ crecimiento de levaduras sobre monosacéridos . Fiechter y
col 2 reportan una valor de pnax de 0,40 h! para Trichosporom cutaneum creciendo
sobre glucosa como FCE.
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Figura 3.4: Fuente de carbono, pH y curva de crecimiento
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Figura 4.4: velocidad de consumo de O, (¢) y de
produccion de CO, (@) en funcidn del tiempo .

En la tabla IV.4 s indican las cantidades medida de cada una de las variables asi como
el vaor delosrendimientos y de los baances correspondientes.

DS DX O,tot  CO,tot .
> ' b BC B
gLt gL'  mv mM Yis A 9

493 238 78828  84.691 0.549 0.504 0480 1053 1056

Tabla IV.4: Andlisis estequiométrico de una cultivo batch
de G. klebahnii limitado en glucosay con urea como FN.
L os rendimientos estan expresados en cmol.cmol™.
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Teniendo en cuenta @ carbono de la urea (ec. 9) € vaor esperado para € baance de
carbono es 1.05. Estos resultados en los baances indican que en estas condiciones de
crecimiento € microorganismo no genera ningun  producto carbonado en cantidad
mensurable. Datos semgantes han sdo informados para Trichosporom cutaneum.
Fiecchter reporta un rendimiento de 0.55 gx/gs un cociente respiratorio cercano a uno
durante todo @ cultivo y ninguna formacidn de productos digintos de biomasa y
diéxido de carbono 2

El cultivo redizado con (NH;),SO, como fuente de nitrégeno arrojé resultados
smilares en cuanto a rendimiento y cinética de produccion de biomasa.

Creciendo a méxima velocidad, d find de la fase exponencid, en la sdida de gases
puede sentirse un aroma a &cido sulfhidrico, s @ are de sdida se burbujea en una
solucion de acetato de plomo se observa un precipitado negro de sulfuro de plomo.
Estos resultados indican que € microorganismo es reductor de sulfato.

G. klebahnii no puede crecer con nitrato como fuente de nitrgeno ya que cuando se
reemplazo la urea por cantidad equivalente de NaNOs no se observé crecimiento.

S los aultivos s limitan en O, genera algun tipo de producto que posee aroma a
manzana. Este producto no ha sido identificado por nosotros pero G. Pastore y col 12 han
reportado la presencia de etil-isovderato y etil-hexanoato asi como dil-butirato y etil-
propionato en cultivos de Geotrichum sp. Aunque los autores no 1o mencionan en €
trabgo, teniendo en cuenta las condiciones de cultivo, 50 ¢/l de glucosa en erlemeyers
agitados, puede asegurarse que estuvieron limitados en O,. La cantidad de estos
productos es minimaya que no dteran los balances de carbono y grado de reduccién.

A diferencia de Trichosporom cutaneum *?, cuando G. klebahnii crece bagjo
limitacion por Oy, produce etanol (Fig 5.4).

0.5 7 6 100

0a ] R ) } \ L 80

0.3 A [ 60

Etanol

0.2 A

0.1 A

0.0 -

Biomasa - Glucosa

0 F—

T
10
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20
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20

Oxigeno disuelto

Tiempo (h)

Figura 5.4: Crecimiento O, consumo de glucosa V/,
generacion de etanol M y O, disuelto Wen funcion del
tiempo en un cultivo de G. klebahnii limitado en O,.

Se observa claramente que desde que @ cultivo se limita en O hasta que se agota la
glucosa se produce etanol rdpidamente, € cua es posteriormente metabolizado cuando
Se agota la glucosa.

En la tabla V.4 se resumen los datos dd cultivo hasta d momento en que se acaba la
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glucosa.

DS DX DP O,tot CO,tot
gl gLt glL? M ey’ y% YCO% y% b BC By

532 231 045  66.77 68.54 0.504 0.386 011 0376 100 107

Tabla V.4: Andlisis estequiométrico de una cultivo batch de
G. klebahnii limitado en Q.Glucosa como FCE y urea
como FN. Los rendimientos estdn expresados en
cmol.cmol™.

Los vaores de los baances indican que no se genera ningun otro producto carborado
distinto ddl etanol que sea cuantitativamente sgnificativo.

4.3.2 Cultivos continuos.

Paa edtudiar € comportamiento estequiométrico y cinético de G. klebahnii en
cultivo continuo se utilizd d medio de referencia (glucosa limitante) y se modificd la
velocidad de dilucion entre valores de 0.04 y 0.44 h™.

En cada vaor de D, una vez dcanzado d estado estacionario, se determino € peso
seco, los vaores de @O y CO, ala sdida dd reactor y € nivel de FCE remanente. Con
es0s va ores se determinaron |os rendimientos correspondientes.

Los vaores de hiomasa, FCE y € baance de carbono en estado estacionario se
muestran en lafigura 6.4.
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Figura 6.4: Crecimiento, FCE remanente y balance de
carbono en cultivo continuo a diferentes valores de D con
d MR.

La biomasa s2 mantiene relaivamente congtante mientras D se mantiene entre 0.1 y
0.35 h'. Por fuera de estos limites la biomasa disminuye. La disminucién en d peso
seco a vaores dtos de D obedece ad efecto de lavado causado por € incremento en la
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concentracion de FCE remanente, cuando D = pmax, l@ concentracion de biomasa se
hace cero y @ cultivo se lava. Para velocidades de dilucion menores que 0.35 h' la
concentracion de glucosa fue sempre menor que 10 mg . L, 1o que es razonable ya que
el medio MR se disefio limitado en FCE.

De todos modos, la limitacion en FCE fue confirmada en forma independiente
redizando un cultivo continuo a un D de 0.2 en d que se cambid la concentracion de la
FCE (dn modificar la concentracion de los deméas componentes del medio) de5a7g .
L y se observé un cambio proporciona en la concentracion de biomasa.

La disminucion de biomasa que se observa a valores bgjos de D se debe d efecto de
mantenimiento celular.

Para todo € rango de D d baance de carbono es muy préximo a 1, indicando que no
hay formacion de producto més dla de biomasay CO; .

La ecuacion de Pirt (Ec 17.4) puede expresarse en funcidn de las velocidades
especificas:

m
Os = —m
Yxs
Para determinar los valores de y"®x;s y my se rediza una gréfica de g vs D. De la
ordenada a origen se cdcula € codficiente de mantenimiento cdular y la inversa de la
pendiente es @ rendimiento verdadero (Fig. 7.4).

+mg.

0.6 rz=0.993
05

0.4

Qs (@59, ™

0.3

0.2

0.1

0-0-|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40

Figura 7.4: velocidad especifica de consumo de FCE en
funcion de la velocidad de dilucion. Cultivo continuo en
MR.

Los vaores obtenidos para € crecimiento de G. klebahnii sobre glucosa son: y"®xs
= 0.606 g g*, ms=0.0303 g . g . h' o, lo que es o mismo, 0.686 cmol . cmol™t y
0.0268 cmol . cmol™? . h. Estos vaores son del orden de los hallados para levaduras * *
eindican que G. klebahnii es sumamente eficiente en la utilizacion de la FCE.

El mismo planteo puede redizarse teniendo en cuenta d consumo de O,. S se
considera que € & consumido durante € crecimiento se divide entre  que se usa para
la sintesis de biomasa y € que e utiliza para d mantenimiento la velocidad de consumo
de O, puede dividirse en:
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m
qo2 =——*tm

Y5
(0]
S e rediza un gréfico de ¢ en funcidn de W, puede determinarse € vaor de y'x0 Y
mo (Fig 8.4).
Los vaores hdlados paa y™xo y mo son  203g, >¢mo|c')21 y
1.32X10°° mol,, xg, respectivamente (1.98 cmol, xmol - y

0.035 mol, >cmol ;" »h ™). Estos vaores son comparables a los hebitudmente hallados
paralevadurasy hongos*.

Obsérvese que € vaor obtenido para mp es solo ligeramente superior a my, esto es
razonable ya que ambos vaores no son independientes Sno que estan relacionados
mediante € balance de grado de reduccion. S se introduce dicho baance en la ecuacion
dePirty sereordenasellegaa

& 0]
2 + 4 4
&V 95
0.012 T
1 rz=0.969 .
0.0lO-_
H";_ 0.008
" :
o' 0006
IS

£ ]
8 0.004 A
& ]
0.002

0.000-||||||||||||||||||||||||

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
D (h)
Figura 8.4: Velocidad especifica de consumo de Q en
funcidn de lavelocidad de dilucién.

de donde se deduce que:

moomods oy L -F1 0%
4 y% yr;g Os 54

Los vaores asi calculados para my e Yxo son 0.0303 cmolx . molog* . HYy 2.45
cmolx . moloz? (ver resultados experimentdes més arriba). El hecho de que dos
medidas absolutamente independientes entreguen vaores smilares refuerza la vdidez
del moddo planteado.

Findmente se determind @ vaor de Umax en las condiciones de crecimiento del
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cultivo continuo en MR. Para dlo s utilizd d méodo de lavado. En este méodo se
aumenta @ valor de la velocidad de dilucion hasta un 50 o 100 % por encima del vaor
de pmax estimado para € microorganismo. Al estar D por encima de phax € Sstema no
puede llegar a estado estacionario, por |o que se observa que

V?j—i(:VmX- F.X<0

y d cultivo se lava Reordenando la ecuacion anterior e integrando en ambos miembras,
sxllegaa

In( X )=In(X,)+t.(m, - D)

De este modo, redizando un grafico de In(x) en funcion dd tiempo, de la pendiente
puede cacularse & vaor de pmax. En este proceso,  vaor de D se fijo en 0.6 h'. La
figura 9.4 muestra los resultados obtenidos.

0.2

0.0

-0.2 4

-0.4 -

Ln(X)

-0.6

-0.8

-1.0 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Tiempo (h)

Figura 9.4: Perfil del lavado de un cultivo continuo de G.
klebahnii aunavelocidad dedilucién de 0.6 h™.

De la experiencia anterior pudo determinarse un vaor de pmax de 0.401 ht, muy
semgante a encontrado en batch 1o cual es esperable ya que, a pesar de no ser las
mismas condiciones de cultivo, € medio es & mismo en ambos casos.

Edgte resultado es menor que € hdlado en la experiencia representada en la figura 6.4
en la cud hay un punto a un D = 0.45. Puede que € dato de la figura anterior no eté en
estado estacionario. Cuando la diferencia entre D y pnax €S Muy pequefia d tiempo que
tarda € cultivo en lavarse puede sr muy largo y dos muestras sucesvas de mismo
“estado estacionario” pueden dar valores smilares de biomasa Sn que en redidad d
estado estacionario exista

En la figura 10.4 se reproducen los vaores experimentales de la figura 6.4 junto con
e vaor de biomasa y sudrato estacionario obtenidos por smulacion suponiendo que G.
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klebahnii obedece d modelo de Monod en @ que la velocidad de crecimiento esta
rel acionada ala concentracion de sustrato mediante |a ecuacion:

m=m, S
“K+S

La smulacion se redizd teniendo en cuenta ademés que la velocidad de consumo de
sustrato obedece a la ecuacion de Pirt:

— r.X
rg =—=—+myX

max

Yxs

Para @ cdculo de los datos se utilizaron los pardmetros cinéticos y estequiométricos
obtenidos anteriormente y se supuso una condante de afinidad para la glucosa (K9
igual 20.01 g.L™.

Dado que la determinacion de Ks no era objetivo de este trabgjo, las muestras de
cultivo no se tomaron con los recaudos necesarios pero, como la curva estimada
representa a los datos experimentales en forma adtamente satisfactoria, puede suponerse
que G. klebahnii posee una constante de afinidad por la glucosa dd orden dd que
upuso para la smulacion. Td como se menciond més arriba, € punto de D = 045
probablemente no corresponde a un estado estacionario.

[ ]
3 ] n
‘_"_l
2
%2}
>
x
1 [ |
0 7Y 7Y r'y s - .
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Dh™

Figura 10.4: velores de Sy X calculados en base a los
coeficientes cinéticos y estequiométricos de G. klebahnii.
W Valoresreales de biomasa, @ valoresreaesde FCE.

Como conclusidn resulta que @ crecimiento de G. klebahnii en € medio RM puede
representarse satisfactoriamente mediante |os Siguientes parametros:

e = 040LH! Ks» 0.010g.L™ y7= = 0,606 g, >gs'  m, = 0.0303 g xg; xh*

4.3.2.1 Efecto de otraslimitaciones sobre d crecimiento deG. klebahnii.

Se edtudié también la limitacion en otros nutrientes disintos de la glucosa, los
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vaores de las velocidades especificas de consumo de glucosa y O,, asi como de
produccion de CO, se muestran en la tabla VI1.4. Se muestra asmismo los valores de los
rendimientos obtenidos en cada caso y los valores obtenidos para los baances de
carbono y grado de reduccion.

Estos resultados sugieren que G. klebahnii no posee metabolismo de sobreflujo 4, es
decir, no produce productos carbonados distintos de biomasa y dioxido de carbono bagjo
limitaciones digtintas de la fuente de carbono y energia. En este sentido, G. klebahnii se
comporta como un microorganismo insensible a la glucosa *°, es decir, la incorporacion
de glucosa se controla por la velocidad de crecimiento independientemente del sustrato
que sead limitante.

En la tabla también se obsarva que los rendimientos bgo limitacion por glucosa y
por urea son Imilares entre S pero que son dgnificaivamente menores en los cultivos
limitados por fosfato o vitaminas ya que estan separados por més de tres desviaciones
edandar de los primeros. En € caso de la limitacidn por vitaminas una de élas (del pool
completo) es d verdadero sudtrato limitante.

Ya que no hay productos formados aparte de biomasa y CO; (BC = 1.050) una
explicacion razonable para esta disminucion en € s es que exista una reduccion en la
eficencia de la utilizacion de la fuente de carbono. Esta disminucion en la dficiencia
puede deberse a:

" una eficiencia reducida en la sintesis de la biomasa (menor cantidad de biomasa que
puede generarse con una determinada cantidad de ATP, es decir, un menor yx;atp) O

" una disminucion en la capacidad de obtener energia de la FCE en la cadena
respiratoria. ES0 se explicaria como una disminucion de la relacion P/O, es decir,
el nimero de moles de ATP generados por atomogramo de O, consumido.

En d caso paticular de la limitacion por fésforo es muy probable que la disminucidn
s deba a un déficit en la produccion de energia ya que, aunque hay rdativamente
pocos estudios acerca de los requerimientos de aniones en los medios de cultivo, €
H.PO4 e reconoce desde hace tiempo como un metabolito critico para @ crecimiento
cdula ' y paa la glucdliss Y. La limitadén en H,PO, genera una marcada
disminucion en € rendimiento cdular asi como una dteracion en la pared cdular (a
través de una ateracion en @ metabolismo delos lipidos) *8 1°.

Teniendo en cuenta que es medio de cultivo en todas las limitaciones es
cuditativamente, e mismo, es esperable que no haya variaciones en € vaor de W/atpy
gue sea la digminucidn en la eficiencia para generar energia la que genere la perdida de
rendimiento celular. Esta hipdtess sera discutida més adelante.

4.3.3 Reconciliacion de datos

S se dispone dd vaor de los errores cometidos en cada determinacion (U, Gs, Qo2 Y
Ocoz), bien por medidas propias de desviacion esténdar, bien por conocimiento de la
anditica utilizada, pueden reconciliarse los vaores obtenidos mediante un méodo
rdlativamente sencillo descrito por Stephanopoulos 2° en su libro Metabolic engineering.
En € anexo 1 se explica detalladamente este procedimiento.

Como puede verse los vdores obtenidos mediante la reconciliacion de detos no
poseen una gran diferencia con respecto a los obtenidos con las medidas no tratadas
(Tabla VII.4) de lo que s desprende que las medidas experimentdes son muy
confiables. El error més grande se encuentra sempre en lamedida del porcentgje de O..
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Sustrato limitante u(h™) Glucosaenee(gL™) asS q02 qCO2 Yxis Y cows b B.C. Bg
Glucosa 0.197 0.015 0.300 0.126 0123 0.657 0410 0420 1067 1110
(14103 (2110%  (5310%) (3410% (0007 (0012) (0.018)
Urea 0.202 283 0.324 0123 0.150 0623 0.463 03380 1086 1034
(12103 (6110% (6510% (5510% (0012) (0019)  (0.021)
Fosfato 0.204 281 0.345 0.158 0.161 0591 0.467 0458 1058  1.079
(11103 (1210%  (4610% (4610% (0004 (0013) (0.013)
Vitaminas 0.207 2.80 0.366 0.180 0184 0.566 0503 0492 1068 1086
(5810 (L310%)  (1L310%) (1510% (0003)  (0.004)  (0.004)
Tabla VI.4: Efecto de distintas limitaciones nutricionales sobre €l crecimiento de G. klebahnii. Datos obtenidos en cultivo
continuo a D = 0.2 h™. Las velocidades especificas se expresan en cmol . cmol™ . h™ y los rendimientos en cmol . cmol™. Los
valores entre paréntesis representan |a desviaci0n estandar de cada medida.
Sustrato limitante p(h™ Glucosaenee(gL™) asS q02 qCO2 Yxis Y cows b B.C. B.g
Glucosa 0.1951 0.015 0.301 0.0993 0.126 0.642 0413 0327 1055 1000
(131103 (17510%  (19410%)  (18610°)  (0.006)  (0.007)  (0.007)
Urea 0.201 2.83 0.331 0.1194 0147 0.607 0443 0361 1050 0998
(119103 (35510%)  (34910%)  (34710%  (0.007) (0012)  (0.011)
Fosfato 0.203 281 0.347 0.1339 0.161 0585 0.465 038 1050 1000
(1L0510%) (11310%)  (14910%)  (14010%  (0.004)  (0.004)  (0.004)
Vitaminas 0.186 2.80 0.366 01711 0.19 0507 0536 0468 1043  1.000
(157 10%) (12610%)  (1.0210%)  (9.0210%  (0.005)  (0.003)  (0.003)

Tabla VIl .4: Efecto de distintas limitaciones nutricionales sobre el crecimiento de G. klebahnii. Datos obtenidos en cultivo
continuo aD = 0.2 %, (datos reconciliados seglin método descrito en el anexo 1)
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Puede observarse, tal como se indica en € gpéndice, que las desviaciones estandar de
los valores estimados son menores alos de los datos crudos.

4.3.4 Modelos metabdlicos.

El modelo de cga negra utilizado hasta d momento no permite redizar un estudio
detadlado del metabolismo cdular. A fin de conocer € destino de los diferentes
nutrientes (especidmente la FCE) e intentar determinar los valores de yx/atp Y PO se
utilizo un moddo més complejo que incorpora datos dd  metabolismo de
microorganismo. Esta metodol ogia es conocida como Andlisis de flujos metabdlicos 2°.

Para poder redizar este tipo de andiss debe posearse la mayor cantidad de
informacion posible acerca dd metabolismo dd microorganismo a edtudiar ya que su
objetivo es cdcular € flujo de materia a través de las diferentes reacciones metabdlicas
apartir de medidas experimentaes aplicando balances de materia

Operativamente se rediz6 una serie de cultivos batch en los que G. klebahnii crecio
durante un tiempo en forma completamente irrestricta y luego de un tiempo, limitado en
O,. De edta forma se consigue que aparezca un producto (etanol) en una de las fases de
crecimiento (lalimitada) y enlaotrano.

En las reacciones quimicas condderadas deben incluirse todos los reectivos que
intervengan en €dla (reactivos, productos, intermediarios energéticos, etc) con sus
correspondientes coeficientes estequiométricos. Es agui donde es de suma importancia
el conocimiento tedrico de Stemaaesudiar.

Los datos en base a los cudes se redizan los caculos son los flujos extracelulares
tanto de sudtratos como de metabolitos. Se consdera que la velocidad neta de
acumulacion de metabolitos intracelulares (ATP, NADH, NADPH, etc) e intermediarios
metabolicos es cero.

Lo primero que debe hacerse es separar d metabolismo a estudiar en tantas
reacciones como haga fdta, sin escribir reacciones de més, que agreguen complgidad d
sstema sin gportar informacion Uil

El modelo metabdlico propuesto para @ crecimiento de G. klebahnii se basa en las
sguientes SUPOSCiones.

G. klebahnii rediza glucdliss a través de la ruta de EmbdenMeyerhof-Parnas
(EMP)

Td como ocurre en hongos ' y en otras levaduras
transhidrogenasa que interconvierta NADH y NADPH.

El paso de Isocitrato a a-cetoglutarato en € ciclo de TCA (mitocondria) esta
catalizado por una enzima NADH dependiente. Por 1o que G. klebahnii no puede
obtener NADPH através de esta paso td cud 10 hacen las bacterias.

El NADPH se obtiene a partir de la ruta de las pentosas fosfato (PP) o a partir de
una isocitrato deshidrogenasa citoplasmética que requiere del transporte de
isocitrato del espacio mitocondrid d citoplasma.

El NADH descargado en cadena repiretoria tiene un vaor de PIO maximo
posible de 3 s es de origen mitocondrid pero € generado en citoplasma no
puede atravesar la membrana interna mitocondrial y debe ser transportado hacia
e interior de la mitocondria mediante @ sSstema de lanzadera ddl glicerofosfato
gue transporta un par eectronico dd NADH citoplasmético hasta un FADH:»
mitocondrid. Este se descarga en la ubiquinona (UQ) a pogteriori del centro |

2 22 23

, N0 exisge una

75



Capitulo 4. Estudio del crecimiento de G. klebahnii.

por |o que sdlo puede generar, alo sumo 2 ATP %,

En base a estas condiciones se divide d metabolismo en dos, por un lado la sintesis
de biomasa a partir de la FCE, ATP, FN y NADPH y por € otro, las reacciones
pertenecientes a catabolismo en las que G. klebahnii obtiene poder reductor y energia
consumiendo FCE y O, y produciendo etanol (cuando crece limitado en O,).

Los componentes que se incluyen para amar d modelo son: Glucosa (FCE), urea
(FN), NADPH, biomasa (X), ATP, NADH (discriminando entre € producido en €
citoplasma, NADHc y € producido en € espacio mitocondriad, NADHy), CO, &cido
pirvico, etanal (P), FADH, y O,.

El esquema dd modelo utilizado se muestraen lafigura11.4

En base d esquema, d metabolismo puede representarse mediante las sguientes
€ecuaciones.

1 Sintesis de biomasa

s CH,0 +01%4 CO(NH,,), +C,ATP +k NADPH %, %®
Y4%® CH, O, N, ., + (S - 1+°1%) CO,+ h, NADH,.

donde:

s es la cantidad de fuente de carbono n carbono moles) necesario para generar un
carbono mol de biomasa. En genera, para levaduras es ligeramente mayor que 1 debido
a la pérdida de carbono como CO, producido por decarboxilacion durante la sintesis de
aminoacidos.

c1 Y ki son las cantidades de ATP y NADPH requeridas para la sintesis de un
carbono mol de biomasa. C; es, numéricamente, lainversadd yx atp.

hy eslacantidad de poder reductor que se genera durante la sintesis de biomasa.

No se conocen los valores de s, hy y ki para G. klebahnii pero, como su metabolismo
es dmilar d de levaduras, se consderaron los vaores reportados por Bruinenberg y col
para Sacharomyces cerevisiae creciendo en un medio sintético con glucosa como FCE y
amonio como fuente de nitrégeno 2°. Los valores reportados son: 1.106, 0.3374 y
0.2326 respectivamente.

2 Obtencion de NADHg, ac. pirivico y ATP através de laruta de EMP.

S¥%Y® Pir+ % NADH. + % ATP

3 Reoxidacion dd NADHc con formacién de etanol (reaccion que solo ocurre en
condiciones de limitacion por O5)

%NADH, +PIR%:%® % P + %CO,
4 Obtencion de NADPH através delaruta de PP (en su funcion oxidativa).

S%9® CO, + 2NADPH

76



Capitulo 4.

Estudio del crecimiento de G. klebahnii.

o NADPH 3-GP
PIR [ % E{OH Cozj
V3 | J » aKG Lanzadera
S(zc * a gligerofosfato
PIR ! l
NADH, DAP «—— 3-GP
co, FADH,
Ac-CoA
/&v Cit
NADH
"w» Oxal Isoc NADH,,
Vs
co,
W NADH,,
Fum Co
5\ S-CoA ’
FADH, Suce [«—7
GTP Cadenarespiratoria
sitio| Stiof | sitio 111 H*
Espacio inter-membrana
Membranainterna .
Matriz NADH, H* FAD(\ H* o
mitocondrial M 2 120, H,0 PIOATP
Vg Vg
Figura 11.4: Esquema metabdlico utilizado para el disefio
del modelo descripto en la seccién 3.4.3. V; a Vg indican

los flujos considerados.
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5 Ingreso dd &cido pirdvico en € ciclo de Krebs con formacion de NADHy,, NADPH,
FADH, y ATP.

PIR%%® CO, + % ATP+ (1+2)NADH,, +(:2)NADPH + % FADH,

El pardmetro b se define como la proporcion de NADPH que se forma en PPy la que
se forma por reduccién de isocitrato fuera de la mitocondria °. Si b vale 1, todo €
NADPH se obtiene en PP, § vde 0, en la ruta dternativa Como por cada isocitrato que
se reduce fuera de la mitocondria se produce un NADPH a expensas de un NADH que
se hubiese formado en € TCA, la estequiometria de ambos metabolitos € ve afectada
por b.

6, 7y 8: Reoxidacion del poder reductor en la cadena de citocromos con produccion de
ATP. La cantidad de ATP generada en la descarga de NADHc. NADH, y FADH; es
diferente debido a que ingresan en la cadena a diferentes niveles por lo que debe
plantearse una ecuacién para cada uno.

NADH,, +10, %%® H,0+7/, ATP
NADH,, +10, %:9® H,0 +2% ATP

FADH, +10, %%® H,0 +27%, ATP

P/O, como ya se indicd, es la cantidad de ATP generado por cada par electronico
gue pasa a través de la cadena de citocromos.

Una vez que se tiene armada la serie de reacciones que se desea considerar, se rediza
un balance de materia en funcién de las velocidades para cada uno de los componentes
involucradosen dlas.

Para €lo se considera (por convencion) como negativo a todo componente que se
consuma y como podtivo a todo aquel que se produzca. La suma agebraica de las
velocidades produccién o consumo de cada componente (resultante del producto entre
e flujo a través de cada reaccion (vi) y d codficiente estequiométrico del componente
en la misma) en todas las reacciones debe ser igua a la velocidad especifica de
formacion o consumo de dicho componente. Por gemplo, la biomasa solo participa en
lareaccion 1y su coeficiente estequiométrico es 1, por lo tanto

Vi =L
S consderamos a la FCE, se gagta en la reaccion 1 con un codficiente s y enla2y 4

con un coeficiente 1, entonces se observa que -s.vi - Vo - V4 = Gs S e redizad mismo
procedimiento para€ resto del los 11 componentes se obtiene.
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"S ¥ -\L -V =G
'C1>V1+% >V2+% X/5+%XV6+%%>‘V7 +%%N8 =0arp
: k1W1+2W4+(%))V5 = Unnoph
v,=m
(5 -1+ W+, +V, +y = Qo

My, +40, - 13 - V= Oy, @
@+ 3V - V= O,
Vom V- = Ghig
22, =0y

1 1 1 —
TNV V- % =G,

l - —_

3”"5 VB_OFADHZ

Vale recordar que bs velocidades quapH, ONADPH, OFADH2, OPIR Y OaTp SON nulas ya
gue estos componentes celulares no se acumulan durante @ crecimiento microbiano.

Una vez medidos los vdores de las diferentes velocidades especificas, pueden
estimarse los vaores de v a . Dado que se caculan a partir de una serie de ecuaciones
linedles, la forma mas sencilla de hacerlo es a través del cdculo matricid. Para élo
debe definirse primero la matriz estequiométrica de tantas filas como componentes haya
y tantas columnas como reacciones estén involucradas. Se completan las filas con todos
las codficientes estequiométricos (incluidos los nulos) para cada componente. En €
gemplo congderado la matriz resulta s

Vl V2 V3 \ 4 V5 V6 V7 V8

s -s 10 -1 0 0 0 0
R 1 1 P/ 2P/ 2P
ATP a 3 00 3 /) 3%) 3A
NADPH -k1 0 0 2 (l'Tb) 0 0 0
Biomasa 1 0 0 O 0 0 0 0
COy s-1+% 0 §1 1 1 0 0 o0
NADH 1 .19 0 0 1 0
c h 3 "3
NADH y, 0 0 0 0 (1+%) 1 0 0
PIR 0 1 -1 0 1 0 o0 0
PEtOH ) 0 0 % 0 0 0 0 0
B A
O 0 0 0 0 O ; : :
FADH 2 0 0 0 0 % o o -1

S s ddfined vector delosflujos (V) y d de las velocidades especificas (Q) como:

79



Capitulo 4. Estudio del crecimiento de G. klebahnii.

%

) COurp

ay, o c +
¢y~ COneorr +
g 2=+ gu —
Cv, ~ -
¢+ ¢lo, *
_GVa _¢ :
V= gv - Q - (;;QNADHC =
g ° N gqNADH .
WA c m -
9\/7 : gqle :
ng E ngtOH =
(}qo2 :
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el sstema de ecuaciones (a) queda expresado como A.V =Q

Dado que hay més baances que incognitas se puede estimar los vaores de los flujos
por un mecanismo de cuadrados minimos lo que resulta en vaores més configbles ya
gue e utilizan todos los vaores experimentales y no solo dgunos. El nimero de grados
de libertad es 3 tomando en cuenta todos los baances 0 2 9 se dga de lado & kdance
de ATP. El baance de ATP no es poshble usarlo en estas condiciones ya que no se
conocen ni Yy atp Ni larelacion PIO y ambos pardmetros gparecen sdlo en esa ecuacion.

La solucién del sistema por cuadrados minimos esta dada por V = A*. Q, donde A" =
(AT .A). AT, eslamatriz pseudoinversade A.

Como edta experiencia se redizO en cultivos batch, las velocidades especificas de
consumo se reemplazaron por cantidades globales consumidas o producidas en cada
etgpa. El tratamiento matematico es d mismo.

Loslreﬂ,lltados experimentales se presentan en la tabla VIII.4 (todos los datos en
cmol.L™).

Condicion DX DS DCO, DO, DP
Sinlimitacion 0.321 -0.468 0.196 -0.166 0
Limitado en O, 0171 -0.803 0.227 -0.0793 0.327

Tabla VIIl.4: Consumo de FCE y O, y formacion de
biomasa CO, y etanol en cada una de las fases del cultivo
de G. klebahnii.

Durante las dos etgpas del cultivo se forma diferente cantidad de biomasa lo que
dificulta d andliss compardivo de los resultados. A fin se evitr este incorveniente, se
normalizaron los vaores obtenidos a 1 cmol de biomasa. Los resultados asi obtenidos se
presentan en latabla X .4 (todos los datos en cmol.LY).

Condicion DX DS DCO, DO, DP
Sinlimitacion 1 -1.459 0.610 -0.516 0
Limitado en O, 1 -4.696 1.326 -0.464 1912

Tabla IX.4.: Consumo de FCE y O, y formacion de
biomasa CO, y etanol en cada una de las fases del cultivo
de G. klebahnii. Vaores normalizados a un cmol de
biomasa
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Resolviendo € dstema de ecuaciones para ambas condiciones de crecimiento se
obtienen los vaores de los 8 flujos. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla
X.4.

Limitado Vi Vo V3 A Vs Vg V7 Vg
Sinlimitacion 1 0.28 -0036 0112 032 0447 0451 0118
Limitado 1 3.001 2742 0104 01~4 0.23 0448 0.076

Tabla X.4: Flujo a través de las reacciones del esquema
metabdlico delafigura 10 siny con limitacion por O,,

Se obsarva claramente que las velocidades de reaccion sufren drésticos cambios
cuando las condiciones de cultivo son cambiados. El consumo de sudrato para la
obtencion de energia (v2) aumenta enormemente debido a la menor €ficiencia de las
rutas fermentativas.

El valor esperado de vs en condiciones Sn limitacion es cero, d modeo aroja un
vaor muy proximo a éste. Debe tenerse en cuenta que € caculo de los digtintos v se
hizo por cuadrados minimos y no corresponden a una solucion exacta dd dstema En
contrgposicion cuando d cultivo se encuentra limiteado en O, se obsarva que la
velocidad de produccion de etanol toma va ores considerables.

La ruta de las PP (v4) no sufre mayores cambios en las dos condiciones. Este
resultado es esperable ya que € poder NADPH obtenido en esta ruta se utiliza
principdmente para la generacion de biomasa por lo que resulta estar directamente
relacionada con \. Para @ cdculo se consderé un vaor de b de 1. S € vaor de b se
varia a vdores tan bgos como 0.5, los resultados no se modifican mayormente (v4 toma
valores de 0.107 y 0.102 en condiciones Sin'y con limitacion respectivamente).

Las velocidades vs, w y W (ciclo de los acidos tricarboxilicos y descarga del poder
reductor mitocondrid en cadena respiratoria) en la fase limitada disminuyen
goroximadamente a un 50 % dd vaor hdlado en la etgpa sin limitacion. Egtos tres
fluyjos estan directamente relacionados con € consumo de O, y por ende, a la
transferencia desde la fase gaseosa. Debido a la mayor eficiencia en la obtencion de
energia por las rutas aerdbicas con respecto a las fermentativas, € cambio observado en
Vs, Vg Y Vg producen un cambio mucho mayor, en proporcidn, sobre v, y vs (efecto
Pastewr).

La descarga de NADHc en la cadena de citocromos v no se ve dterado ya que €
incremento en la produccion de NADHc debido a aumento de » se ve compensado por
€l incremento en su consumo atraves de vs.

S s utilizan las velocidades cdculadas para etimar los vaores experimentdes (a
través dd producto matricid A.V = Q, resultan valores muy gproximados a los redes
(Tabla XI1.4) lo que demuestra que € modelo es aceptable. Sin embargo cuando se
intentd utilizar d baance de ATP para cdculaa C; y P/O, se obtuvieron vaores

Condicion DX DS DCO, DO, DP
Sin limitacion 0.316 -0473 0.196 -0.16 75.10°
Limitado en O, 0.186 -0.785 0.254 -0.07 0.341

Tabla Xl.4: estimados de los valores experimentales
calculados a partir de los flujos a través de las distintas
rutas metabdlicas del modelo.
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completamente algjados de la redidad, vaores de yatp mayores que & maximo tedrico
(1.2 cmolx . molatpt) y vaores de PIO mayores que 3. Esta fala en & modelo puede
deberse a la presencia de dgun producto no tenido en cuenta cuya concentracién no sea
lo suficientemente dta como para dterar los balances en forma muy marcada pero que
modifique en cierto grado las ecuaciones de ba ance utilizadas.

El mismo moddo de crecimiento se gplicd a los cultivos continuos con diferentes
limitaciones, en este fue diminada la ecuacion de formacidn de etanol debido a que los
cultivos nunca sufrieron limitacion por O,. En este caso se trabgo directamente con los
vadores de las q correspondientes (Tabla VI1.4). Al igud que con € modeo con
produccion de etanol, no se observaron diferencias significativas cuando se modificd €
vaor deb por lo que se mantuvo su vaor constante en 1

Los vaores obtenidos para las velocidades bgo las cuatro limitaciones se presentan
enlaTablaXll.4.

Limitacion V1 Vo V4 Vs Ve V7 Vg
Glucosa 0192 0072 0019 0074 0105 0094 0030
Urea 0199 0084 0023 0087 0117 0096 0.030

Fosforo 0200 0106 0021 0108 0149 0108 0:041
Vitaminas 0202 0127 0021 0130 0178 0115 0048

Tabla Xll.4: Distribucion de flujos de G. klebahnii
creciendo en cultivo continuo (D = 0.2 h') bajo distintas
limitaciones.

Puede verse claramente que en € caso de las limitaciones por fésforo y vitamines €
flujo a través de las reacciones de obtencion de energia (> Y % a \g) es mayor, 1o que
indica una menor eficiencia en la obtencion de energia (a través de la rdacion P/O), o
en su Uutilizacion para generar biomasa (un vaor dto de C;). El hecho de no conocer
ninguno de los dos vaores, no permite diferenciar cual de los dos es € que produce la
vaiacion en los flujos. Sn embargo como los medios de cultivo poseen en todos los
cans los mismos condituyentes es esperable que la biomasa se haya dntetizado
sempre desde los mismos componentes precursores. Por esta razén, sumado a que los
cultivos se redizaron todos a igud D (mismo mantenimiento), es esperable que d Y/atp
sea € mismo en todos los casos. S esto es adi, la explicacion més factible para la
disminucion en € yx;s es que haya una disminucion en la eficiencia energética

S sedespgalardacion P/O del balance de ATP resulta:

\7 - %x(vz +V;)
P = Yy s atp

) Ve + Z(Vy +Vg)

Utilizando d vaor de yx/atp como variable se puede cacular € vaor de la relacion
P/O para diferentes valores de yx/atp. LOS resultados para las cuatro limitaciones se
muestran en lafigura12.4.

Como puede observarse, cualquiera sea € vdor de yx/ate, la rdacion P/O en los
cultivos limitados en FCE y en urea son practicamente igudes y mayores a los
observados en los cultivos limitados en fésforo o vitaminas. Las barras de error fueron
caculadas en base a los errores experimentales de cada variable.

En un metabolismo completamente oxidativo, la cantidad de ATP producido en la
cadena respiratoria es proporciona a G consumido, es por eso que & consumo de G
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puede ser utilizado como una medida dd requerimiento de energia para la sintesis de
biomasa °. En la tabla V1.4 s observa que los vaores de qo, obtenidos en las
limitaciones por fodfato y vitaminas son mayores que los que se obsarvan bgo
limitacion de carbono o nitrégeno.

35

3.0 Glucosa
Urea
Fosfato
25 Vitaminas

2.0 A

P/O

154

101

0.5

0.0 T T T T
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 12

1
Yxarp (€MOl . MOlyrp™)

Figura 124: Vaores de la relacion P/O en cuatro
Iimitlacioneﬁ diferentes en funcion de yX/ATP (cmol .
mol™)

Estos datos concuerdan con los observados en la figura 12.4 en relacidon a la reacion
P/O. Ha ddo reportado que levaduras creciendo en cultivo continuo limitado en sulfato
pierden uno de los stios de fosforilacion de la cadena respiratoria . No es posible
determinar, con la informacion que surge de estos experimentos, S este ha Sdo d caso,
de todos modos S resulta cdaro que la limitacion por fosforo o vitaminas disminuye €
grado de acoplamiento.
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4.4. Anexo 1:

Andlisis de consistencia de datos %°

El andliss de condstencia de datos del modelo de cga negra permite corregir los
vaores de veocidades especificas de consumo y produccion de sustratos, biomasa y
metabolitos durante & crecimiento en cultivo continuo.

Se basa en la redizacion de los mismos baances dementdes visos hasta ahora
pero teniendo en cuenta las desviaciones esténdar de las medidas experimentales.

Para gemplificar este procedimiento se utiliza)d € crecimiento aerébico de G.
klebahnii sobre glucosa y Urea (U) limitado en vitaminas (tabla IV4 y V.4). La
€cuacion de crecimiento puede ser representada como:

S+aCO(NH,), + b0, . ® Yy X+ yco}/CO2 +wWH,O (1)
S S

En d modeo de cga negra, se digpone de P+N+1 varigbles P coeficientes
estequiométricos para los productos metabdlicos, N para los sustratos y 1 para la
biomasaa. Como debe cumplirse & bdance de materia para todos los eementos
involucrados en reactivos y productos, estas variables no son independientes sno que
esan sujetas a ciertas restricciones. Cada balance elemental plantea una restriccion para
las variables.

Los baances dementdes pueden ser convenientemente representados escribiendo las
composiciones e ementales de sustratos y productos en una matriz E, en nuestro caso:

X CO,H,0S 0, U
©1 101015 C
E:gl.ss 02204 H
056 2 1 1 2 1+ O
€017 0 0 0 0 25 N

En generd se consderan los cuatro dementos principaes (CHON), aunque pueden
agregarse tantos como sea necesario, por 1o que la matriz resulta tener cuatro filas. Con
la matriz demental planteada de esta forma, los balances eementales pueden calcularse
apartir de la operacion maricid:

E.q=0 (3)
donde g es € vector de |as vel ocidades especificas:

d = (M, Gcoz, GH20, Gs doz, Qu)"

Con N+P+1 veocidades especificas e | restricciones € numero de grados de
libertad es F = N+P+1-1. S se miden experimentalmente F varigbles es posble cacular
las retantes mediante las ecuaciones de baance pero en este caso, d no exidir
redundancia en las medidas, no es posible redizar un andiss de condgtencia de las
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mediciones. Para poder redizar un andiss de este tipo se deben medir més variables
que grados de libertad.

De los balances dementdes que resultan dd producto E.g, uno de ellos debe usarse
para cacular la velocidad de produccion de H,O ya que es imposble medir este
metabolito en medios liquidos. Con d resto puede andizarse la bondad de los datos
experimentaes.

Una forma més efectiva de utilizar los datos se basa en d uso smulténeo de todos los
baances tanto para cacular las velocidades no medidas como para d andisis de
consistencia de datos.

Para redizar esta operacion deben dividirse la matriz dementa E y € vector de las
velocidades q en dos, una de las variables medidas (M, gm) Yy otra de las que deben
cacularse (C, ). En este caso € producto E.q = 0 se trandforma ahoraen M . gn + C.
gc = 0. S se hubieran medido F variables, habria ecuaciones redundantes suficientes
Olo para cdcular las velocidades no medidas y C seria una matriz cuadrada de
dimensiones| x I, € nimero de restricciones o de balances.

En este caso, |as vel ocidades no medidas (qc) pueden cacularse como:

qc=-C1. M. gn (4)

S hubieran més veocidades medidas que grados de libertad puede usarse la
goroximacion por cuadrados minimos para € cdculo de las velocidades fdtantes con lo
gue se obtienen meores estimados de las mismas.

En esta Stuacion la matriz C no es cuadrada por 10 que no puede obtenerse su inversa

para € calculo de ¢. En este caso se cadcula la matriz pseudoinversa C* = (CT.C) 'C" y

<e utilizar paradl caculo deg. como g, =C*M.q,,.

En ssemas sobredeterminados (nimero de variables medidas mayor que F) una
vez cdculadas las velocidades se pueden utilizar los baances remanentes para verificar
la consstencia de datos tanto de las variables medidas como de las estimadas. Para dlo
debe cacularse lamatriz de redundancia R definida como:

R=M-C(C'C)!'C"M (5

El rango de R indica d nimero de ecuaciones independientes que deben ser
satisfechas por las velocidades (medidas y caculadas) y por lo tanto, R tiene | — (rango
R) filas dependientes S s diminan las filas dependientes s= obtiene la matriz de
redundanciareducida R..

Volviendo d gemplo. S s miden I, gs Qo2 Y Qco2 Se obtienen las dguientes
matrices.

S 0, CO, X U H,0
&l 01 15 &l 06 C
o = o =

voc2 00187 g4 20w 6)
¢l 2 2 056+ ¢l 1+ o
€0 0 0 017} €2 05

Las cuatro columnas de M corresponden a glucosa, O,, CO, y biomasay las dos de C
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corresponden a urea y agua. Las filas de ambas matrices representan los cuatro balances
edementdes. Como d sistema tiene sais componentes y cuatro restricciones, posee dos
grados de libertad. Como se miden cuatro variables, € sstema esta sobredeterminado.

S secaculalamatriz de redundancia se obtiene:

20828 0276 1103 072
_¢-0.069 -06%0 -0759 003
¢0138 1380 1517 -0.06+
€ 0345 0551 0207 -0.39

()

la cud tiene un rango de 2 ya que la tercera y la cuarta filas son combinaciones lineales
de las dos primeras. Eliminadas las dos Ultimas filas se obtiene la matriz de redundancia
reducidaR;: 2’

_a0.8276 02759 11034 0.72p

= ¢ : (8)
$-0.069 -06897 -0.7586 0.03,

Multiplicando R por € vector g, Se obtienen las Sguientes ecuaciones.

&0.8672xq + 0.2759xq, +1.1034xq, +0.72>m5 405

)

RO SooegxqS 0.6897|,, - 0.7586 0, +0.03xm Z‘gog

ambas filas terminan sendo una combinacion lined de todos los balances d ementales.

Habituamente las medidas experimentales estan Sempre asociadas a un eror, tanto
deatorio (ruido) como sstemédtico. Como consecuencia de dicho error € producto R .
Om = 0 no es, en generd, exacto.

Es posble que exisan ciertos resduos distintos de cero cuando se multiplica €
vector de las velocidades medidas por la matriz de redundancia reducida. Esta
diferencia puede ser expresada teniendo en cuenta que d vector de las velocidades
medides g es igud a la suma entre € vector de las velocidades verdederas g, y d

vector delos errores de cada medida d.

q,=0,+d (10)
combinando esta suma con € producto R . gy = 0 se obtiene € vector de los residuos
para cada velocidad e.

e=R0,=R.(,+d)=Rd (12)

Dado que sempre existe cierto ruido en las medidas, @ mejor juego de dlas es aque
gue minmiza € vaor de e y s determina de la Sguiente manera S se asume que los
errores edan digribuidos en forma norma con una media igud a cero y una matriz
varianza-covarianza F:
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E@)=0

)
F= Eg(qm' qm)'(qm' qm) H: E(dd )

donde E es € operador de los valores esperados. Se puede demostrar que los residuos
también se distribuyen con una distribucion norma arededor de cero.

E(e)=RE@)=0 (13)
lamatriz de varianza covarianza de |os residuos esta dada por:
P=E(e")=RE(d")R =RFR (14)

El esimador de minima varianza del vector de los errores d se obtiene minimizando la
suma de cuadrados de |os errores normalizados segln su varianza:

min(d"F 'd) (15)
La solucién esta dada por:
d=FRP%=FR P'Rq, (16)

donde € circunflgo indica que es un edimado de d. El mgor edtimado para las
vel ocidades medidas se obtiene a partir delaec. 16 con':

Gn=0T,- d =(I - FRTP'R)q, (17)

donde | es la matriz identidad. Los vaores estimados a través de la ecuacion 17 tienen
menores desviaciones que los vaores crudos 28, Los estimados calculados de esta forma
pueden ser usados luego para calcular |as velocidades no medidas.

Volviendo d gemplo de G. klebahnii, se habia caculado la matriz de redundancia
reducida los vaores medidos de glucosa, O, CO- y bhiomasa estan dados por:

& 0s 6 x0.366¢
¢ T ¢ +
:(; 0(:)2__‘;'C).].80

r, = * (18)
O, T 50184 -
¢m : £0.207 5

donde todas las velocidades estén expresadas en cmol . cmol™? . h'. Para cacular los
mejores estimados debe conocerse € error de las medidas independientes. S se asume
un error porcentua de 4 % en la medida de glucosa, 3 % para biomasa, 5 % para CO, y
deun 10 % parae O, se obtiene unamatriz de varianza covarianza F:
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02143 0 0 0 s
(; -

c_ge O 034 0 0 I o (19)
c 0 01219 0 = co,
) 0 0 00386 x

y a través de la ecuacion 14 se puede obtener P (la matriz de varianza covarianza de los
resduos):

0_3350.3398 -0.1751%

P=1 9 =
¢-0.1751 022535

(20)

El vector de los errores en las medidas experimentales d y @ de los vaores estimados de
las velocidades g resultan:

0.0087 4 = 0.3747;
.~ $.0.0208 ¢ 015027
~_5-00208] L

¢- 0.0029+ ¢ 0.1869 -

§ 0.0018 3 € 0.2052 3

Como puede verse las modificaciones hechas a las veocidades medidas son
pequeiias. Ta cua se observa en la tabla V.4, los baances de carbono y grado de
reduccién se acercan mucho mas ala unidad cuando se utilizan |os datos reconciliados.

Normadmente, la matriz de varianza covarianza s asume como diagond, o que
indica que las medidas no esan corrdacionadas. Sin embargo, las velocidades
especificas, los rendimientos e incluso las velocidades volumétricas raramente se miden
directamente. En generd son derivadas de medidas experimentales denominadas
varidbles primarias las cuaes pueden influir sobre més de una veocidad. Por gemplo,
la medida de G influye sobre @ vaor de la velocidad volumétrica de consumo de G y
de produccion de CO, as como la medida dd volumen de medio de cultivo influye
sobre todas las velocidades. En todos los casos mencionados anteriormente que poseen
errores correlacionados es complicado definir la verdadera matriz de varianza
covarianza (F).

Se puede decidir condderar a F como diagond 9 se tienen en cuenta vaores
adecuados para los errores de cada medida. Alternativamente, s todas las medidas son
de lamisma magnitud, se puede utilizar la estimacion por cuadrados minimaos dada por:

fo= (1 - RTAR R xR )T,

la cud esta basada en la suposicion de que todas las varigbles medidas tienen @ mismo
error. Como en esta ecuacion se usan los vaores absolutos de las variables, estas deben
Ser del mismo orden.

S dguno de los resduos es sgnificativamente digtinto que cero, se concluye que, 0
bien hay un eror sgemético en d menos una de las medidas, o bien hay un error en €
modelo planteado.
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A fin de cuantificar d hecho de ser “dgnificativamente distinto de cero” se introduce
€l test h dado por la suma de |os cuadrados ponderados de |os residucs.

h=e" P '

Cuando los datos crudos no estén correlacionados, la funcion h tiene una digtribucidn
de tipo ¢ (Wang 1983) y se ha visto que lo mismo ocurre aunque los datos estén
corrdlacionados. En la tabla XIV.4 s indican los vaores de la funcion c¢? para
diferentes niveles de confianza.

Nivel de confianza

Gradosdelibertad 0500 0.750 0.900 0.950 0975 0.990
1 0.46 132 271 384 5.02 6.63
2 139 277 4.61 599 7.38 9.21
3 2.37 411 6.25 7.81 9.35 11.30
4 3.36 539 7.78 9.49 11.10 13.30
5 4.35 6.63 9.24 1110 12.80 1510

Tabla XI11.4: Valores de la distribucién ¢? para diferentes
grados de libertad.

Los grados de libertad de la funcién ¢? resultan del rango de la matriz P que a su vez
resulta igual a rango de la matriz de redundancia reducida Rr, € nimero de ecuaciones
independientes.

Por comparacion del vaor caculado de h con @ vaor de la distribucién ¢? para
rank(Rr) grados de libertad es posible detectar la presencia de errores sisteméticos en las
medidas con cierto grado de confianza.

S para un grado de confianza suficientemente dto se obtiene un vaor de h mayor
que e de c? esque hay dgo ma en los datos 0 d modelo eegido.

continuando con d gemplo dd G. klebahnii se tiene que & vaor dd vector de los
resduos es.

20.00047 5
e= -
€ 0.016

y lafuncidn h resulta ser:
h=e' P 'x =1.838

Los grados de libertad de la funcién ¢? en este caso son 2. El valor de la distribucion
c? vale 2.77 para ese nimero de grados de libertad y un valor de confianza de 0.75. Con

ete vaor puede asumirse que no exite un eror dstemdico en las medidas
experimentales.

Célculo en base a los balances de carbono y grado de reduccion.
Este mismo tratamiento puede redizarse a través de los balances de carbono y grado
reduccion. Se plantean ambos balances de tal forma que queden igualados a O:
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- Os+ O, + 0.9xm=0

- Qs>gg+ 4xb+ mx4.2=0

El vdor de 09 que acompaiia a p en € BC surge de consderar d carbono
proveniente de laurea

S s ordenan las velocidades medidas en un vector Q y se define una matriz B dada
por:

s 0, Co, X

é 0 u

ngqqg o =1 0 1 09
gqcozg -4 4 0 42,
gmag

los baances pueden representarse por € producto B.Q = 0. La matriz B seria
equivaente a Rr en d modeo anterior pero ahora tiene un significado quimico directo.

A patir de agui d formdismo es exactamente  mismo con la Unica diferencia de
que ahora hay que encontrar un vector d tal que se minimice & producto Q..B, donde Qe
es d vector de las velocidades estimadas Q - d.

Tomando nuevamente & gemplo anterior quedan las Sguientes matrices:

«0.3665
€0.180° 1 0 1 09 .0043;
= ¢ + B=-F ° BXQ:aeo °
¢0.184+ -4 4 0 42, €0.1254,
€0.207,

Por convencion en este modelo se toman Qs Y goz como positivos (en Q) ya que
tienen coeficientes negativos en B.

Como puede verse, d bdance de grado de reduccidén presenta, con los datos
experimentales crudos, un error bastante grande. S se asume @ mismo vector E de los
erores experimentaes de gemplo anterior y se reemplaza Rr por B, quedan definidos
e vector P=B.F.B"yd =F.B".P1B.Q.

Resolviendo € sstera de ecuaciones, quedan definidas las Sguientes matrices.

21434 e 0.00725
Eo104 324 - o_aB6740° 00010 L _S00225°7
¢1.219+ 0001 00093, ¢- 00043+
€0.386, € 0.0016

Con las cudes puede cdcularse € vaor estimado de las velocidades experimentales
y con dlos, cacular B.Qg y @ vector de los residuos (e).
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&0.3732
©0.1575~ Do 0.00435

e=¢C - BxQe=. - e = -
¢0.1883+ €0, €0.1254,
€0.2054,

Con estos valores se obtiene un vaor de h de 2.0211. Puede verse que <e llega a
vdores muy dmilaes a los esimados con los cdculos en base a los baances
eementales.
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CAPITULO 5

Estudio de la expresion de PGasa por G. klebahnii en
cultivos en sistema batch.

5.1 Introduccion.

Una vez determinados los parametros cinéticos y estequiométricos del crecimiento
de G. klebahnii, se procedi6 a estudiar € €efecto de didtintas variables de cultivo, en
batch, sobre la expreson de la poligdacturonasa. La cas totdidad de los estudios se
redizaron en erlenmeyer agitado ya que este sstema posee una smplicidad que permite
redizar multiples ensayos d mismo tiempo.

5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Cepa.
En todos los ensayos redizados se utilizd € Geotrichum klebahnii ATCC 42397

5.2.2 Mantenimiento de la cepa.

Los medios y protocolos de mantenimiento de la cepa son los mismos que los vistos en
capitulo anterior.

5.2.3 Medios de cultivo.

Medio de referencia (MR): Se utilizo como referencia  mismo medio que en d
capitulo utilizado en € capitulo anterior y sobre @ s redizaron las variaciones
pertinentes.

5.2.4 Estudio de diferentes fuentes de carbono y energia.

El protocolo de los cultivos fue € dguiente En € momento de comenzar una
experiencia, se rediza un repique en dos tubos conteniendo @ medio de mantenimiento
en pico de flauta. Luego de 36-48 Hs, se resuspenden los microorganismos en 10 ml de
agua degtilada estéril y se sembran los frascos erlenmeyer de 1000 mL con 100 mL de
medio de cultivo a razon de 1 ml de suspensidn por cultivo. En todos los casos, savo
aclaracion, ladensidad optica (DO 625 nm) inicia fue de alrededor de 0,2.

Los cultivos se redizaron en un agitador rotatorio termostatizado New Brunswick a
30°C y 200 RPM, d crecimiento microbiano se siguié por medidas de DO y se tomaron
muestras para medida de actividad enzimética cuando se acanzd la fase estacionario
(dos medidas sucesivas con la misma DO) antes de que € pH acance vaores superiores
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a 7 ya que la enzima es inestable a pH superiores. La inestabilidad de la PGasa de G.
klebahnii a valores elevados de pH ha sdo r%oortada por Iguchi y col. 'y es una
propiedad compartida por PGasas de otro origen 2, >.

Todos los cultivos se dieron por terminados cuando € testigo hubo llegado a fase
edacionaria. Al find dd cultivo, s midié € nive de glucosa remanente. Para dicha
medida en d medio testigo se utilizd € méodo enziméico colorimétrico de glucosa
oxidasa*.

Se ensayaron las sguientes fuentes de carbono y energia: Glucosa (tetigo), xilosa,
gdactosa, fructosa, lactosa, matosa, sacarosa, glicerol, manitol, sorbitol, acetato de
sodio (NaAc), lactato de sodio (NaLac), y GALA. En cada caso, se puso la cantidad
equivaente en carbono a 5.0 g/l de glucosa.

Para la recoleccion de muestras para determinacion enzimética se centrifugd una
dicuota de cultivo en tubos de polipropileno a 10000 RPM por 10 minutos y €
sobrenadante se guardd en tubos de vidrio a-18 °C hasta su andisis.

5.2.5 Estudio de la fuente de nitrégeno.

Para € edtudio de los cultivos con diferentes fuentes de nitrégeno complgas, se
utiliz6  mismo medio de cultivo que € tegtigo en los que la urea fue reemplazada por
una cantidad equivaente en nitrégeno de cada una de €elas. Las fuentes ensayadas
fueron, peptona (Merck), bacto peptona (Difco), triptona de caseina (Oxoid), tryptona
de soja (Oxoid), extracto de levadura (Merck). Como en los demés ensayos, se utilizd
como testigo € medio con urea

Para poder estudiar @ efecto de amonio y nitrato como fuentes de nitrogeno se
utilizé d MR con la urea cambiada por cantidades equivaentes (en nitrogeno) de
NaNO;z y (NH4)2SO4. En este caso los cultivos no se redizaron en erlenmeyer Sno en
un biorreactor ya que en estos casos debe controlarse @ pH en forma activa porque estas
fuentes de nitrdgeno modifican € pH del medio durante su metabolismo.

5.2.6 Efecto de los microelementos.

Para esudiar & efecto de los microdementos se redlizaron cultivos en erlenmeyer.
En este caso los medios de cultivo fueron disefiados para cada experiencia mediante €
uso de disefios estadisticos, Plackett-Burman en un caso y Doehlert en d otro.

Para evitar las interferencias debidas a poshbles contaminantes metdicos presentes
en d agua dedilada, los medios de cultivo utilizados en este estudio se redizaron con
agua desionizada (Nanopure) de 18,3 MW . cm de resistividad especifica

El disefio de Plackett-Burman ° es un disefio factorid fraccionario. Al igua que los
demas disefios fraccionarios, este disefio permite discernir que variables influyen sobre
e resultado experimentd pero no permite estudiar la existencia de interacciones entre
dlas. Es de gran utilidad para estudios preliminares en donde se debe investigar gran
nimero de variables y en los cudes la utilizacion de un moddo factoriad completo se
hace impracticable debido ala gran cantidad de ensayos requeridos.

Egte tipo de experimento dgja de lado las interacciones entre variables en aras de la
sencillez. Segiin € disefio de Plackett, @ numero de experiencias debe ser mdltiplo de
cuatro, en este caso se redlizo un ensayo de 11 variablesy 12 cultivos.

Una vez obtenidas las variables que poseen agun efecto principa sobre la actividad
enzimdtica s redizd un disefio factorid completo, d cud permite determinar las
interacciones que los diversos factores poseen juntos sobre la expresion de la actividad
enzimatica
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El méodo de Doehlert ® es un disefio de superficie de respuesta que permite
encontrar maximos 0 minimos en la zona dd ensayo. El méodo permite manga un
numero apreciadble de variables a la vez dn que € nimero de ensayos s haga
operativamente inmangjable. Para la redizacion de este método los vaores que se le
adgnan a las variables se didribuyen uniformemente arededor de un vaor centra, por
gemplo, en d caso de investigar dos variables se distribuyen arededor de un hexagono.

A diferencia de otros disefios de superficie de respuesta, @ de Doehlert tiene la
ventgja que puede ser ampliado cambiando € centro del hexagono de un nuevo ensayo.

A fin de determinar & vaor en todos los puntos de las variadles x e y, y para
asegurar que estén equidistantes se toma como imagen generatriz d tridngulo equiléero
ABC de lado unitario y se determina la posicién de cada punto tomando arbitrariamente
a punto A comox =0,y=0.

Teniendo en cuenta este vaor, los extremos del tridngulo quedan situados en

A (0.000, 0.000)

B (1.000, 0.000)

C (0.500, 0.866)
El resto de los extremos del hexégono se ubican en los siguientes puntos.
D (-0.500 0.866) E (-1.000  0.000)
F (-0.500 -0.866) G..(0.500 -0.866)

A fin de generdizar las coordenadas de los vértices de la figura caracteristica del
modelo (en este caso € hexagono) se aprovecha la propiedad de que cada punto surge
de la sudtraccion de dos puntos cudesguiera de la figura generatriz (en este caso €
triangulo ABC). Por gemplo, d punto D resultade C — B, E resultade A — B, etc.

Este cdculo no resulta muy Util en dos dimensiones pero es muy practico cuando €
modelo se complicay se usan tres variable 0 més.

En € caso de trabgar con tres variables, la figura generatriz es un tetraedro de
ariga unitaria cuyos vértices se encuentran en (0,0,0), (1,0,0), (0.5, 0.866, 0), (0.5,
0.289, 0.816).

En generd, para d factores, la figura generatriz se arma agregando a la figura d-1 €
punto:
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é1 1 (d+1u

e_’TT "J2(d- 1)(d 2) JZd(d ' J2d .

y completando los puntos anteriores con ceros para la nueva coordenada. En € gpéndice
Il se presenta la tabla generatriz para @ disefio °. Obsérvese que los vaores codificados
para d moddo de dos dimensones resulta de tomar los vaores comprendidos a la
izquierda y por encima de la primera linea divisoria (valores marcados en rojo) y sus
opuestos. Para d modelo de tres variables se utilizan los vaores comprendidos por la
segunda linea divisoria (vaores en azul agregedos a los valores en rojo) y sus opuestos.
Por cada nueva variable agregada se amplia € rango de datos hasta la sguiente linea
divisoria).

Estos valores corresponden a las variables codificadas y a partir de dlos se caculan
losvaoresredesdelasvariablesx ey.

Por gemplo, s x es concentracion de hierro e y es pH y se quiere barrer vaores
entre 10 y 100 mM de Fe y entre 3.0 y 7.0 de pH, se determina la diferencia entre €
maximo y d minimo vaor de las varidbles codificadas y las redes, en este caso tenemos
que DXcod = 2, DYcod 1.732, DXrea = 90, Dyrea = 4. Para calcular los vaores de Fey pH a
utilizar se determina @ vaor medio de las dos variables, 55 y 5.0 y sobre estos vaores
se determina € resto mediante la ecuacion:

|:)Xreal
reaI - Xcodlf -  t XO
DXCOdIf

donde xo es € vdor de la variable x en d punto centrd. El mismo tratamiento se sgue
paralas demas variables.

De punto centrd s rediza un triplicado, d cud s utiliza para determinar la
varianza propia dd experimento. Junto con los vaores centrales quedan en totd 9
experimentos aredizar.

Una gran ventga que posee este método es que S se desea aumentar € rango de
estudio en dguna de las varidbles, smplemente se corre d punto centrd y se recadculan
los nuevos valores de las variables x e y.

En d caso de estudiar tres variables € nimero de experimentos a redizar es 15 (12
puntasy 3 centraes).

Para dos factores, se estudian 3 valores ddl primero y 5 del segundo, S € estudio es
de 3 variables, se estudian 3 valores de la primera, 5 delasegunday 7 de latercera.

Una vez redizada la experiencia y medida la variable dependiente (en nuestro caso
actividad PGasa) se determinan los coeficientes de un polinomio de tipo z = Iy + byx +
boy + ke + hyy? + bsxy. Los codficientes se determinan por € méodo de cuadrados
minimos. La forma més sencilla de mangar este nUmero de datos es mediante € caculo
maricd.

S se definen las Sguientes matrices.
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2 |2 ,
gﬂ. X Y X12 ylz XiY: 9 &Y, 0

1 X, Y, X3 V3 XoY,* Y-

¢ * 6 ?

1 x X2 Y3 XY, - o 0 Cy.*

c 3 Y3 X3 Y3 X3¥s3- le* gy3

gl Xy Yy Xzzl yzzt X4y4; gb2: 9y4f

X= @x s ¢ ¥ Xyl B=g - Y=0Yss
c = ch, + _

¢l X5 Vs X(25 yg XeYe Qb - gyﬁ;

+ 4= )

gl X, Yo X3 Y7 XpYqe gbﬁ‘ ¢Yr+

2 |2 + €=o Cy. ™

gl Xg Yg Xg Y XsYs+ Eysj
X Yo X5 Vi XeYa &Y

donde los x e y; son los valores codificados de x e y para cada experiencia, B es €
vector de los coeficientes a determinar e Y es d vector de los resultados experimentales
de cada ensayo, se observa que X.B = Y. Este es un sstema de ecuaciones redundantes,
CON Mas ecuaciones que incognitas, asi que no puede despgarse directamente B del
producto anterior. Para resolverse este sstema se debe obtener la matriz seudo inversa
de X a patir de (X X)*. X" donde X" es la matriz transpuesta de X (los céculos
matriciaes se redlizaron por computadora utilizando € programa Mathcad).

Como hay més ecuaciones que incognitas los valores obtenidos para los parametros
son estimadores que minimizan la distancia entre las variables redles y las obtenidas.

Redizando d andisis de varianza de los resultados obtenidos para cada parametro
de polinomio se decide cudes de dlos son dgnificativos y cuaes no. Con agquellos que
son dgnificativos se vudven a cdcular los parametros dd polinomio y con dlos puede
redizarse @ grafico de la supeficie de respuesta o bien cdcular en forma anditica la
exigencia de maximos o minimos en la zona dd estudio.

5.2.7 Cultivos en sistema batch en biorreactor.
Las condiciones de cultivo para la expreson de PGasa en biorreactor fueron las

mismas que para los estudios sobre cinética y estequiometria del crecimiento (ver
capitulo 4).
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5.3 Resultados y discusion

5.3.1 Efecto de la fuente de carbono y energia.

La primera varisble estudiada fue la capacidad de G. klebahnii de crecer con
diferentes fuentes de carbono y energia (FCE). Los ensayos de crecimiento muestran
(Figura 1.5) que & microorganismo puede crecer con cuaquiera de los monosacaridos
utilizados, glucosa (testigo), xilosa, gdactosa y fructosa y con glicerol, pero sdlo llega a
la mitad de la DO find con GALA, aproximadamente un 20 % con lactato de sodio y
précticamente no presenta crecimiento con los demés, incluyendo todos los disacaridos
y polioles ensayados.

12

10 A

|:| DOgas

0 T"TrrHF'T O aofdm

Glu Gal Glic Sorb AcA Pect Lacto
Fru Xil Man LacA GALA Malt Sac

Fuente de carbono y energia.

Figura 1.5: crecimiento comparativo de G. klebahnii con
diferentes fuentes de carbono. Glu: glucosa, Fru: fructosa,
Gal: gaactosa, Xil: xilosa, Glic: glicerol, Man: manitol,
Sorb: sorbitol, Lac: lactato, AcA: acetato, GALA: Ac.
galacturoénico, Pect; pectina, Malt: maltosa, Lacto: lactosa,
Sac: sacarosa.

En agudlos cultivos en los que hubo crecimiento, en € momento en que se agoto la
fuente de carbono, € pH dd cultivo comenz6 a aumentar en forma muy gpreciable,
llegando répidamente a valores cercanos a 8. ESto puede deberse a que la ureasa sigue
funcionando activamente alln después de haberse agotado la fuente de carbono. Al no
haber incorporacion de nitrégeno a la biomasa, € NH; s acumula en d medio
ocasonando un incremento muy pronunciado en € pH.

De aqudlas muestras en las que se obsarvo un crecimiento gpreciable, se determing
la actividad enzimética (como PGasa). Los vaores encontrados pueden verse en la tabla
|.5. Puede observarse que los monosac&ridos glucosa, fructosa y xilosa producen
vaores semejantes de actividad enzimética

En cambio, la gdactosa y € glicerol producen poca cantided de enzima a pesar de
sar muy buenos como fuente de carbono. El lactato apenas puede soportar €
crecimiento de G. klebahnii.
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Fuente decarbono  Actividad media(U . mL™)

Glucosa 118+ 08
Fructosa 123+ 06
Galactosa 36+11
Xilosa 126+ 06
Gliceral 57+02
Lactato 10+01
GALA 06+01

Tabla 1.5: Efecto de la fuente de carbono sobre la expresion
de la actividad PGasa en cultivos batch limitados en
carbono.

Un caso muy paticular es d dd GALA, d cud drve muy efectivamente como
fuente de carbono pero gerce unainhibicion cas completa en la produccion de enzima

El efecto encontrado para G. klebahnii para la gdactosa, d GALA y la glucosa
como fuentes de carbono han sido reportados con resultados muy variados. Por un lado,
Blanco y col ® reportan que la expreson de una endopoligaacturonasa de
Saccharomyces cereviciae (cepa 1398) se induce por la presencia de GALA en € medio
de cultivo y es mayor cuando e utiliza galactosa como FCE en vez de glucosa. Por otro
lado, Schwan & Rose /, reportan que la sintesis de poligalacturonasa por Kluyveromyces
marxianus es mayor con glucosa como FCE que con gaactosay en este caso la GALA
ni Squiera puede soportar @ crecimiento ceular.

Ya que € microorganismo fue aidado de céscaa de mandarina (Seka T.
Comunicacion personal) se probd s € microorganismo es cagpaz de crecer en cascara de
citrico asi como en una serie mas extensa de pectinas. Las pectinas estudiadas fueron las
sSguientes pectina de lima de dto grado de esterificacion, pectina de lima de bgjo grado
de edteificacion, pectina citrica (Sigma), pectina de remolacha, pectina de cagui y
pectina de manzana. Ademas se ensayd d crecimiento sobre PGA y sobre PGA
hidrolizado con PGasa SE comercid (grado de polimerizacion promedio 4). En cuanto a
la cascara citrica, se andizo € crecimiento sobre cascara picada, sobre cascara picada y
lavada hagta reaccion negativa d Somogyi-Nelson (libre de azlcares reductores) y sobre
el sobrenadante del lavado de la cascara Como control postivo se utilizd € medio de
referencia. Los cultivos se redizaron en erlenmeyers agitados. En todos los casos se
adicion6 la FCE en cantidad equivdente a 5 g/L de glucosa y se comenzaron todos los
ensayosapH 5.

G. klebahnii fue incapaz de crecer en bs pectinas ensayadas, independientemente
dd grado de su metilacion, asi como sobre PGA (hidrolizado y sin hidrolizar). Tampoco
se observo crecimiento sobre la cascara citrica lavada pero S sobre la céscara sin lavar
asi como en & sobrenadante del lavado.

El hecho de que G. klebahnii no crezca en pectina y la actividad enziméatica no sea
inducida por dicho polisacarido ni por PGA coincide con los resultados observados para
otras levaduras. La actividad pectolitica en levaduras es habituamente condtitutiva por
lo que su sintesis no es inducida por pectina 0 PGA 8. Sin embargo no existe un
comportamiento uniforme con relacion d efecto de estas sustancias sobre la sintesis de
PGasa. En la tabla 11.5 se muestran agunos gemplos del efecto de didtintas sustancias
sobre la expresién de PGasa.

La accion citada en dicha tabla para € O, disudto se refiere d efecto que s
observa sobre la expresion de la enzima cuando € Q@ disudto es mayor dd 60 % de
saturacion. La solubilidad dd G en los medios de cultivo a 30 T es aproximadamente
7.5 mg/L asi esxe limite es de gproximadamente 4,5 mg/L.
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O, disuelto

Microorganismo Pectina PGA GALA Glucosa (>60 9%Sat) Referencia
Cryptococcusalbidus - - - - A ¥
Kluyveromyces fragilis - NR NR A - 10

Geotrichum|lactis . . . - A 2
Kluyveromyces marxianus A A A - - !
Saccharomyces cerevisiae - - A - 3

Geotrichumklebahnii A A - A A Estetrabajo

Tabla 11.5: Efecto del agregado pectina o algunos de sus
derivados sobre laexpresion de PGasa por G. klebahnii.

En cultivos redizados con d medio de referencia en biorreactor manteniendo d O,
disudto en vaores cercanos a cero (vdor medido on line con un €ectrodo
polarogréfico) se obsarvo que la actividad PGasa find no es dgnificaivamente digtinta
alaencontrada en aqudllos cultivos redizados Sin limitacion por este elemento.

Como puede observarse no existe un comportamiento genera con relacion a efecto
de estos moduladores comunes para PGasas (Tablall.5).

Otro efecto cominmente reportado (Tabla 11.5) es la inhibicion de la sintesis de la
actividad enziméica por la glucosa y otros azlcares fécilmente fermentables, en nuestro
cas0 edte efecto no se encuentra ya que como puede verse en la tabla 1.5 |a actividad
méxima se obtiene justamente con glucosa, xilosay fructosa

De edtos resultados, es particularmente llamativo que G. Kebahnii no pueda utilizar
pectina como fuente de carbono a pesar de poseer una enzima que es capaz de
degradarla.

Una vez redizada la bisqueda de las fuentes de carbono que soportaran €
crecimiento de G. klebahnii y produjeran buenos niveles de enzima, y dado que con
glucosa se obtienen los meores resultados en ambos sentidos, se volvio d medio de
referenciay sobre é se redlizaron todas |os demés estudios.

La produccion de enzimas extracelulares puede estar 0 no asociada a crecimiento
cdular. Por gemplo, la produccién de poligdacturonasa por Cryptococcus albidus se
rerasa d crecimiento ° y la de protessa y amilasa en Bacillus subtilis y B.
amyloliquefaciens se produce mayormente luego de findizada la fase exponencid **. En
este caso, para la produccion de enzimas se buscan condiciones de cultivo que
produzcan cultivos con una fase exponencid relativamente corta seguida de una fase
estacionaria. Por otro lado, la produccion de amilasa por B. lincheniformisy Aspergillus
oryzae se produce durante |la fase de crecimiento 12 10 13114,

La figura 25 muestra la curva de crecimiento y produccion de enzima tipicas de G.
klebahnii en medio MR.

Como puede observarse, la expreson de la enzima acompafia continuamente a
crecimiento microbiano. Este peatron de produccion de enzima es Smilar d segundo
cao de los vistos anteriormente. Segin Priest’® que una enzima obedezca a wno u otro
patrén resulta de que sufra 0 no represion catabdlica. En @ caso de enzimas reprimibles
por agun sugrato dd medio de cultivo, recién d find de la fase de crecimiento, cuando
la concentracién de los nutrientes disminuye, puede obsarvarse la expreson de la
misma

Otros gemplos de este comportamiento son la proteasa, amilasa y xilanasa de
Bacillus polymyxa *°, la exo pectinasa de Aspergillus sp * y la poligaacturonasa de
Kluyveromyces fragilis X° que crecen asociadas a la fase exponencid y d caso de la
poligdacturonasa de Cryptococus albidus, que se reprime por glucosa, y en la que la
sintesis de enzima comienza cas d find de lafase exponencid °.
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Figura 25: Curva de crecimiento de G. klebahnii y
produccién de enzimaen MR.

5.3.2 Crecimiento en funcion del pH.

Para verificar la capacidad de G. klebahnii de crecer y producir enzima a diferentes
pHs se rediz6 una serie de cultivos en los que se mantuvo condante la comPos'dc')n dd
medio de cultivo excepto la rdacion entre d &cido citrico y d K,HPO,, *© los cudes
forman la parga buffer que controla € pH de medio. El buffer se prepara en base a
distintos volumenes de soluciones stock 0,1 M de &cido citrico y 0,2 M de K;PO,. Los
pHs degidos y la composicién dd buffer de medio (volimenes de sc stock) puede
observarse en la tabla I11.5, @ resto de los componentes del medio de cultivo se
mantuvo igud d de medio de referencia.

pH Acidocitrico KyPO,

26 4,46 054
4,0 3,07 193
50 243 257
6,0 179 321
70 0,65 4,36

Tabla I11.5: pH y composicion de la pareja buffer del medio
de cultivo para verificar e crecimiento de G. klebahnii en
funcién del pH.

L os resultados obtenidos se observan en lafigura 3.5.
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Figura 3.5: DOgys en funcién del tiempo de cultivos batch
con el medio de referencia a diferentes pHs iniciales. pH
inicid: 26¢,40V,50A,600 y706@,

Como puede observarse, G. klebahnii practicamente no crece a pH 2,6 pero desde
4,0 a 7,0 no s observan mayores diferencias en cuanto a la velocidad de crecimiento y
a rendimiento obtenido. A pH 4 se observa una velocidad especifica dd crecimiento un
poco més elevada asi como un rendimiento un poco mayor que a resto.

Los resultados obtenidos en relacion a la actividad enzimética pueden doservarse en
lafigura4.5.

=
[e)

g =
» o

=
N

o o
o ©

Actividad PPasa (U mL™)
o [
» o
T T T T I T T T A I A O A A Y

o
(N
w
o

4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75
pH

Figura 4.5: Actividad enzimética (como PPasa) en funcion
del pH inicial del cultivo.

Se ve que la actividad tiene un valor méximo entre 4 y 5y que con d aumento del
pH s ve fuertemente deprimida. A pH 2.6 la actividad no se determindé ya que €
crecimiento fue practicamente nulo. Este comportamiento volvié a encontrarse cuando
e estudié € efecto de los microdementos y @ pH sobre la actividad enzimética (ver
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més addante). Un efecto smilar con un méximo de sintesis de enzima un poco antes de
comienzo de un zona de inhibicién del crecimiento fue encontrado por Aguilar y col ’
en la produccion de una exopoligaacturonasa de Aspergillus en d que d méximo de
actividad enziméica se obtiene comenzando € cultivo a pH 3.5, cuando comienza a pH
25 no puede crecer més dla de las 24 Hs ya que d pH de medio desciende

normamente durante & crecimiento y en ese tiempo dcanza un vaor de 2.0, que es
incompetible con @ crecimiento.

5.3.3 Efecto de la fuente de nitrégeno.

Cuando los cultivos s limitaron en urea d pH dd medio se mantuvo congtante
drededor de 5 durante todo e cultivo y no pudo detectarse amoniaco en €
sobrenadante. La disminucion en  crecimiento no fue proporciond a la disminucion de
la fuente de nitrégeno pero la sintesis de la enzima se vio muy disminuida, obteniéndose
vaores de sblo un 20 % de la dd testigo (Figura 5.5). Esto demuestra claramente que se
requiere de un exceso de nitrogeno para favorecer la sintesis de laenzima.
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Figura 5.5: Crecimiento y actividad enzimética en cultivos
con diferente cantidad de nitrégeno (0.6 g L™ es la
cantidad estequiométrica).

A pesxr de ser muy conveniente d uso de fuentes de nitrégeno sencillas en medios
de cultivo definidos, se investigd d efecto de fuentes de nitrogeno complgas sobre €
crecimiento y la produccion de PGasa ya que étas suden ser muy Uutilizadas a nive
industrid para la produccion de metabolitos. En cada caso, la urea fue reemplazada por
una cantided equivdente de nitroégeno Los resultados obtenidos se observan en la figura
6.5.

Puede observarse que d rendimiento en cuanto a crecimiento fue sSempre mayor
que d tettigo. Edte resultado es esperable ya que las fuentes de nitrégeno complgas
gportan no s0lo un exceso de carbono con respecto a la glucosa Sno que ademés tienen
factores nutricionades prearmados que hacen que @ microorganismo deba gastar menos
energia en las rutas anabdlicas. En estos cultivos dlo se dcdinizé d agotarse la fuente
de carbono aquel que poseia urea como fuente de nitrégeno.
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Figura 6.5: Crecimiento y actividad enzimética utilizando
diferentes fuentes de nitrégeno complejas. P.M. Peptona
de carne (Merck), B.P. Bacto peptona (DIFCO), Try,
Tryptona de caseina (DIFCO), S.P., Peptona de Soja
(OXOID), Y .E., Extracto de levadura (Merck).

N
S
]
©

,_.

o
]
®

,_.
o
|
DO (625 nm)

[«2]

- Actividad enzimatica (U . mI*)
[63]
]

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
~

o
|
o

El andiss de estas muedras indica que las mayores actividades se encuentran en
los cultivos con triptona y extracto de levadura y que las peptonas producen una
represon en la sintesis de la enzima, en particular la bactopeptona. En principio no es
sencillo relacionar la productividad enzimética con estos componentes de medio de
cultivo sobre todo porque no hay una relacion directa entre € crecimiento y la sintesis
de la enzima con lo que no puede judificarse la variacion en la actividad enzimética
recuperada con la cantidad de carbono que haya en la fuente de nitrégeno ni en la
exigencia de metabolitos preformados.

Una posble explicacion a este comportamiento es que la fuente de nitrogeno
utilizada (alguno de sus componentes) interactie con adgun componente del medio de
cultivo de ta forma que la expreson de la enzima se modifique con respecto a la que e
obtiene con d MR. Dada la smpleza dd medio de cultivo de referencia y la exigencia
en bibliografia de citas con respecto d efecto de los micronutrientes sobre la expresion
enzimética 8, °, ?°, = investig6 la posible interaccion entre los hidrolizados utilizados y
esta fraccion del medio de cultivo.

A fin de probar 9 edta hipotess es correcta, se repitieron los cultivos con extracto
de levadura en los cudes se omitieron dternativamente la solucion de vitaminas y la de
los micronutrientes inorganicos en un caso y la solucién de micronutrientes inorganicos
en d otro (tablalV.5).

Medio de cultivo Biomasafina Actividad PGasa
C]%) umL?
Urea(MR) 270 105
YE 370 195
Y .E. sin micronutrientes ni vitaminas 3.80 320
Y E sin micronutrientes 3.75 30.2

Tabla 1V.5: efecto de la combinacion de extracto de levadura
y microelementos sobre la produccion de enzima.
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Puede verse que nuevamente la biomasa producida es mayor en todos los medios
YE y que la atividad se incrementa de una forma muy importante a retirale los
micronutrientes. Este comportamiento hace suponer que hay algin componente del pool
de micronutrientes, d menos en la concentracion utilizada, que posee un efecto
deletéreo sobre la produccion enzimdica. El extracto de levadura contiene una
importante cantidad de sustancias complgantes y es poshle que su utilizacion en d
medio de cultivo disminuya la disponibilidad de los metdes y produzca € incremento
observado en d medio YE. El caso de la bactopeptona es un poco més dificil de
explicar. La causa mas probable quizd sea que contiene como impureza 1.2 ug /g de
cadmio, € cua tiene un efecto toxico bastante importante. Gadd 2° ha sugerido que a pH
cercano a 5, ad que transcurre @ cultivo, € Cd se encuentra como Cd(OH)™ y este
complgjo puede ingresar a la cdulas mucho més faciimente que d Cd™. Al efecto del
Cd mismo debe agregarse € efecto de los cationes presentes entre los microdementos.
Entre éstos es de particular importancia € Cu ya que éste posee un efecto téxico
sinérgico con d Cd™ lo que explicarfa la disminucion tan pronunciada que se observa
enlasintesisdelaenzima?.

A fin de veificar 9 exige un efecto adverso de los microdementos sobre la
produccion de enzima, se redizd un cultivo para comparar € medio BP completo con
uno en € que e retiraron |os microel ementos pero no las vitaminas.
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Figura 7.5: Efecto de los microelementos sobre el
crecimiento celular y la produccién de PGasa en un cultivo
con bactopeptona como fuente de nitrogeno sin
microelementos (A) y con microelementos (B).
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Los resultados pueden verse en la figura 7.5. Como puede observarse, edta
experiencia demuestra que los microdementos (d menos aguno de dlos) gercen una
profunda represon en la sintesis de la enzima a pesar de ser indispensables para un
correcto crecimiento lo cua se demuestra en € hecho de que & 25 % de la fuente de
carbono no fue consumidaen € cultivo sin microelementos (deto no graficado).

5.3.4 Efecto de los microelementos

Como se ha demostrado en la seccidon anterior, los microelementos en su conjunto o
dguno de sus componentes posee una influencia muy marcada en d crecimiento
microbiano y en la expresion de la PGasa

El efecto de los microdementos sobre la expreson de digintas enzimas ha sido
reportado por varios autores. Mandels y Reese 2% reportan que para la expresion de
ceulasas por Trichoderma viridae es necesaria la adicion a medio de cultivo de 1.0
mg/L de Fe, 0.8 mg/L de Zn, 0.5 mg/L de Mn y 0.5 mg/L de Co. En este trabgo, los
autores proponen la posbilidad de que la accién de los caiones sea a nivd de la
excrecion de la enzima por la célula mas que a nivel de la produccion. Esta hipdtesis no
s gudtaria a nuestro caso ya que la PGasa de G. klebahnii no se acumula
intracdlularmente. Mizusawa y col ° estudiaron e efecto de los metdes sobre la
produccién de proteasas por Streptomyces sp. y encontraron que la adicion a medio de
Mn y Co en concentracion 0.1 mM incrementa notablemente la formacion de enzima
Ellos sugieren la hipdtess de que @ efecto de los cationes (particularmente € Mn) es a
nivel dela maduracion intracitoplasmética de laenzima

Otros casos reportados acerca de la necesidad de ciertos e ementos trazas para la
expreson de cdulasss ?, xilanasas y beta glucosidasas 23, pectinasas 24 y amilasa %
gmplemente  mencionan las concentraciones mas agpropiadas para la produccion
enzimatica

Dado que para G. klebahnii se observd previamente que los elementos traza gercen
una accion negetiva sobre la produccion enzimética se comenzo la investigacion de este
efecto dmplemente diluyendo las soluciones de microdementos pero  manteniendo
constante la composicion relativa. Los resultados obtenidos se muestran en latabla V5.

Dilucion de las soluciones Tiempo Actividad enzimética

madres de microelementos  de cultivo UmL?

i 20 10.0
110 205 122
130 20 346
150 20 269
170 215 76.5
1:85 225 89.8
1:100 235 79.2

Tabla V.5: Influencia de la dilucién de las soluciones de
elementos traza sobre la produccion de PGasacon el MR.

Puede verse claamente que la actividad enzimdica find s incrementa
enormemente cuando la solucion de diluye hasta 1:85. Vde aclaar que € rendimiento
cdular no se modifica mayormente por estos cambios en la composicion de medio y
que la biomasa find en todos los casos fue de 2.7-2.8 g L. Sin embargo los cultivos se
dargan cuando los microdementos se diluyen mas dla de 1:50. El tiempo indicado en
la tabla es aquel en € que s encuentra € maximo de actividad enziméica Més dla de
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ex tiempo, € pH dd medio hace que la actividad enzim&ica disminuya (ver més
adelante).

Al medio de cultivo con los microdementos diluidos 1:85 se le llam6 MRD (medio
de referencia diluido) y sobre @ se siguid con la investigacion acerca del efecto de los
diferentes microdementos. La concentracion find de microdementos en € medio de
cultivo dd MRD es la gguiente (en uM): Mo, 0.0316; Co, 0.0074; Mn, 0.209; Fe,
0.635, Cu, 0.0353y Zn, 0.205.

En la figura 85 s obsarva la curva de crecimiento del G. klebahnii en e MRD.
Puede observarse que & comportamiento cinético del crecimiento y de la produccion de
enzima es Smilar d que ¢ observa en d MR (Figura 2.5) sdlo que la cantidad find de
enzimaes mayor.
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Figura 8.5: Curva de crecimiento de G. klebahnii en d
MRD.

Puede observarse que tanto en este caso como en @ MR la sintesis de enzima eta
directamente asociada a crecimiento y que € maximo de actividad se obtiene
inmediatamente después de dcanzar la fase edacionaria Este comportamiento de las
ezimas hidroliticas extracdulares con respecto a crecimiento microbiano es muy
frecuente26, 13, 27' 28, 10.

Para determinar cud o cudes de los microdementos son responsables se llevaron a
cabo dos series de experiencias en paraelo.

En la primera experiencia s rediz0 una serie de cultivos en los que d MRD le fue
extraido dternativamente cada uno de los metales. El resultado puede verse en la figura
9.5 en la que s ha gréficado la actividad enzimética como porcentgje de la obtenida en
e MRD.

Puede verse claramente que tanto e Cu como & Mn poseen un efecto negativo ya
que su omisén en d MRD produce un incremento de 12 % gproximadamente. En
contraposicion, la fdta de Co o Mo produce un decaimiento de 17 % agproximadamente.
Findmente se ve que la fdta de Fe 0 Zn produce un efecto mucho maés dréstico sobre la
produccion de PGasa ya que se ve disminuida en un 40%. En € caso dd Fe también €
crecimiento microbiano se ve fuertemente disminuido los que indica que ese metd es

de vitd importancia para G. klebahnii. Este dato es smilar d encontrado por Morita y
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Fujio 2° acerca del efecto de Fe y Zn sobre @ crecimiento y la actividad PGasa de
Rhi zopus creciendo sobre un medio minerd.
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Figura 9.5: Actividad PGasa y biomasa (relativas) luego de
retirar los metales de auno en el MRD.

En base a edos resultados se rediz0 una nueva experiencia en la que se utilizo
como base un medio que sdlo contenia Fe y Zn en las concentraciones correspondientes
ad MRD y a ese medio se le fueron adicionando los otros ementos traza también en las
concentraciones del MRD.

L os resultados pueden verse en lafigura 10.5.
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Figura 10.5: Actividad PGasa en relacion a la composicién
del pool mineral A: Medio base con Fe + Zn, B: Fe + Zn
+Mn, C: Fe+Zn+Co, D: Fe+ Zn + Co + Mn, E Fe+
Zn+ Co + Mn +Cu.
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Puede verse que la actividad es maxima en @ caso del medio con Fey Zny que €
agregado de Co no produce ningin efecto sobre la produccion enzimética aunque
provoca un ligero incremento de la biomasa. El agregado de Mn produce una
disminucion importante de la actividad enzimé@ica y € agregado de Cu hace que la
actividad enzimdtica obtenida sea minima Estos resultados confirman los obtenidos en
la experiencia anterior (figura 9.5) pero en este caso es mas claro € efecto beneficioso
dd Fey Zn. El efecto negativo encontrado en estos experimentos para € Mn parece
contradecir la gran importancia que a este caion se le asgna en la sintess de otras
enzimas ta como ha sido reportado en las referencias ya citadas 2, 19, 2°, 4,

Eda diferencia no es fé&cil de explicar pero quizas haya que tener en cuenta que
muchas veces la accion de los elementos traza no depende sdlo de su concentracion sino
gque ademas depende de la presencia de otros eementos traza y de la interaccion con
dlos.

Para discriminar cud o cuaes de los micronutrientes es/son los responsablels de los
cambios encontrados en la actividad enziméiica se redizd un edudio factorid
fraccionario 3°32 en base a una matriz de Plackett-Burman ° de 11 variables y 12
experimentos. En este caso se ensayaron los microelementos del medio MR a los que se
agregaron d Ca, € Mg y @ pH. El pH se incorpor6 en este estudio debido a que la
disponibilidad de los cetiones en & medio de cultivo depende mucho de edta varigble a
causa de laformacion de complejos con grupos OH™ de composicion variable 2°.

Para redizar € disefio factoriad se tomo como nivel basd de concentracion de
microdementos d dd MRD y sobre @ s aumentaron (+) y disminuyeron (-) las
concentraciones. Las concentraciones basdes, aumentadas y disminuidas de cada
varigble seindican en latabla V1.5 (las concentraciones estan en ug de sa / L).

Vaigble  Nivel basal ) )

pH 33 36 30
caCl, 0125 02 005
MgSO, 1.05 12 09
NaM 00, 908 127 546
Kl 14 19%6 084
BOsHs 14 19%6 084
CoCl, 21 294 126
MnSO, 45015 5882 2521
Znso, 70025 9803 4202
FeSO, 210025 294 12605
CusO, 105 147 63

Tabla VI.5: valores de las 11 variables en el disefio de
Plackett Burman

Jdunto con estos experimentos se redizaron cuaro repeticiones dd cultivo en las
condiciones basdes para calcular € error estandar del estudio.

Los datos s andizan edadidicamente para identificar que variables tienen un
efecto dgnificativo sobre la expreson de PGasa. Inicidmente, d efecto de cada varigble
(i) respecto a su respuesta (Ej) fue determinado restando @ promedio de las respuestas
de nivel bgjo ¢) dd promedio de las respuestas de nivel ato (+) para cada parametro.
La forma mas sencilla para cdcular € efecto de las interacciones es a través de
dgoritmo de Yates * (Ver apéndice)

Luego fue estimado € vaor de t de Student para cada variable (E)/S. Por ultimo, €
nivd de dgnificancia dd efecto de cada vaiable fue determinada empleando la
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digtribucion t de Student (95% de confidencia). Vdores con sgnificancia mayor de 80%
fueron considerados como efectos significativos sobre la expresion de PGasa.

Act
Exp. pH Ca Mg Mo I B Co Mn Zn Fe Cu PGasa
1 + + - + + + - - - + - 142.6
2 - + + - + + + - - - + 217.8
3 + - + + - + + + - - - 146.0
4 - + - + + - + + + - - 2301
5 . - + - + + - + + + - 1717
6 - - - + - + + - + + + 163.9
7 + - - - + - + + - + + 1209
8 + + - - - + - + + - + 1459
9 + + + - - - + - + + - 1437
10 - + + + - - - + - + + 187.2
11 + - + + + - - - + - + 161.9
13 b* b b b b b b b b b b 2208
14 b b b b b b b b b b b 2020
15 b b b b b b b b b b b 2190
16 b b b b b b b b b b b 2130
Efecto -52 165 357 47 9l -10 15 -53 013 -294 675
t -614 195 042 05 107 118 017 062 -002 -347 073
Sign. X%  80% - - - - - - - 95% -
* b=Nivel basd

Tabla VII.5: Disefio estadistico de Plackett Burman para €l
estudio de los microelementos.

La tabla VII.5 muestra los resultados de cada experimento, asi como € efecto de
cada variable, su vaor de t y su vaor de dgnificancia Por concison solo se pusieron
como encabezado los eementos de interés y no las sdes completas.

Teniendo en cuenta estos resultados, se redizd un disefio factorid completo de
cuatro variables a dos niveles en d que se utilizaron como variables € pH, Fe, Cay
K2HPO,. Como cuarta varigble se induyo d K;HPO, ya que en edtudios previos
parecio tener ciertainfluencia sobre la expresién enzimética.

EXp Ne pH KosHPO, Ci:lz FeSO, Act

1 - - - - 205

2 + - - - 1339
3 - + - - 195.7
4 + + - - 1385
5 - - + - 199.7
6 + - + - 140.8
7 - + + - 200.6
8 + + + - 135

9 - - - + 180.6
10 + - - + 1242
1 - + - + 194.7
12 + + - + 120

13 - - + + 189.6
14 + - + + 124

15 - + + + 189.6
16 + + + + 1241

Tabla VIII.5: Disefio factorial completo de con los
resultados de cada experiencia.
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Los disefios factorides completos permiten determinar interacciones entre variables
a}emés de efectos directos. La cantidad de experiencias a redizar en este caso es de
2'=16.

El disefio completo asi como la actividad recuperada en cada caso se indica en la
tabla VII1.5.

Los vaores de cada variable fueron los sguientes pH: +3.5, - 2.5; KbHPO,4: + 1
glL,-05¢glL; CaCl, 2H,0: + 0.2 g/L, - 0.1 g/L; FeSO4 7H,0: + 210 pg/L, - 105 pg/L.

Para calcular @ efecto sobre la expresién de PGasa de cada una de las variables asi
como de las interacciones entre elas se procede de igua forma que con € disefio de
Plackett Burman. En este caso fueron caculados utilizando € agoritmo de Yaes. Las
interacciones se indican en la tabla juntando los nimeros de los factores individuaes
(p.e. lainteraccion entre pH y CaCl, seindica como 13)

Factor 1 2 3 4 12 13 14 23 24 34 123 124 134 234 1234
Efecto -64.38 005 135 -128 -1.38 048 -118 -125 245 06 -028 -318 -048 -12 488

Tabla 1X.5: Efecto de las variables principales asi como de
las interacciones del disefio factorial completo (calculadas
segln el algoritmo de Y ates).

Como en ede tipo de ensayo no se utilizan replicados, no puede cdcularse
directamente la desviacion esténdar. Para resolver este problema, cuando se utiliza €
agoritmo de Yates, se cdcula la desviacion estandar en base a los datos de las
interacciones de tres o més componentes, bgo la suposicion de que no son
edtadisticamente importantes. Con ese vaor se cdcula € vaor de t de Student y con €
lasgnificanciade los datos.

En agunos casos pueden encontrarse interacciones de orden mayor que dos, sobre
todo en & caso de metdes y pH por lo que en lugar de cdcular la significancia por €
método anteriormente  descrito, se caculd redizando un gréfico de los efectos
calculados por Y ates sobre papel probabilistico normal =3,

Para redizar un grafico en este tipo de ecala se debe consderar a los 15 efectos,
primarios y las interacciones, como pertenecientes a una digribucion normd, se los
ordena en forma creciente y a cada uno se le asgna un vaor de probabilidad p (%) de la
dguiente forma se divide a la escda de ordenadas en 15 fracciones igudes y a cada
unos de los efectos se 1o ubica en @ medio de dicha fraccidn, 3.3% para @ primero, 10%
para € segundo, etc. Luego se grafica p % en funcion dd vaor de cada efecto. S los
datos se han producido Unicamente debido a una variacion aeatoria (gproximadamente
normd) y los cambios en € nivd de las variables no tuvieron ningln efecto sobre la
expreson de PGasa, € grafico de p % en funcidon de los efectos ordenados en forma
creciente serg, en papd probabilistico normal, unalinearecta.

S dguno de los puntos no cee dentro de dicha recta, dgnifica que € efecto de esa
varigble es dgnificativo. En la figura 11.5 se muestra la representacion de los datos del
disefio factorid.

Puede verse que sdlo € pH y @ Fe tienen un efecto significativo sobre la actividad
enzimética. El resto de los efectos, tanto primarios como superiores, se gustan muy
bien a una linea recta, o que indica que sus valores pueden ser explicados smplemente
por una dispersion estadistica.

Teniendo en cuenta estos resultados, se redizé un estudio de superficie de respuesta
a fin de sdeccionar una composcion de microdementos que optimizara la produccion
de enzima. Paratd fin se utiliz6 d disefio redlizado por Doehlert °.
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Figura 115:
interacciones sobre la actividad PGasa. Las medidas que
caen sobre lalinearecta no poseen significanciaestadistica

yaque no pueden ser separadas del “ruido”.

Efecto de

10

las diferentes variables e

Los méodos de superficie de respuesta permiten encontrar con pocos experimentos
la zona en la que se magnifica la expresdn de la enzima que se busca. S d ensayo se
rediza en una zona dgada dd maximo la supeficie sude ser plana y puede ser
representada por un polinomio linedl. La direccion que marca la méxima pendiente de
dicha superficieindica cua eslazonaen laque hay queredizar € proximo ensayo.

Teniendo en cuenta los resultados del disefio factorid y considerando que & Zn'*
resultd de importancia en ensayos anteriores, € primer disefio de Doehlert se redizo
teniendo d pH, d Fe™ y Zn™ como variables. En este caso se tomaron los siguientes
vaores para centrar € poligono de Doehlert: pH 3.5, Fe 0.5 mg/L (como sd) y Zn 60
Mg/L (como sd). Los vaores del resto de los ensayos, asi como los vaores de actividad

enzimética se muedtran en latabla X 5.

Ensayo pH Fe Zn pH Fe Zn Actividad

Codificado Codificado Codificado mg/L  pg/L  PGasa(UimlL)
1 -0.816 -05 0289 25 035 4331 187.7
2 -0.816 0 0577 25 050 9331 1654
3 -0.816 05 0280 25 065 4331 164.3
4 0 -1 0 35 020 6000 156.3
5 0 -05 0866 35 035 1000 80.9
6 0 -05 086 35 035 11000 1626
7 0 05 0866 35 065 11000 1329
8 0 05 0866 35 065 1000 1435
9 0 1 0 35 080 6000 1575
10 0816 -05 0289 45 035 7669 116.2
1 0816 0 0577 45 050 2669 86.4
12 0.816 05 0280 45 065 7669 1125
13 0 0 0 35 050 60.00 1493
14 0 0 0 35 050 60.00 156.7
15 0 0 0 35 050 60.00 156.4

Tabla X.5: Disefio de Doehlert paratres variables, pH, Fey Zn.
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Los valores de los coeficientes para € polinomio obtenido con estos datos asi como
los vaores dd andisis de variancia se observan en latabla X1.5.

Vaor P
Constante 154.13

A (pH) -41.32 0.0026
B (Fe) 1.025 0.6729
C (zZn) 17.89 0.0134
AA -1551 0.0507
AB 30.94 0.0292
AC 14.60 0.1142
BB 277 0.5445

BC -53.29 0.0081
cC -33.14 0.0131
Faltade gjuste 0.0911

RF=095
Tabla XI.5: Andlisis de varianza de la experiencia de
superficie de respuesta segiin Doehlert paratres variables.

En la tabla puede observarse que hay 5 términos (6 S consderamos AA) con
vaores de P menor que 0.05 lo que indica que poseen vaores sgnificativos con una
confianza dd 95 %.

Puede verse que d Fe no posee un efecto Sgnificativo aunque s es sgnificativo
au efecto combinado con € pH (AB) y con d Zn (BC). El Zn en cambio S posee un
efecto dgnificativo sendo éte postivo. Este resutado concuerda con e encontrado
cuando se quitaron los metaes de a uno en @ medio de referencia diluido (Fig. 10.5). El
modeo posee un gude aceptable ya que la fdta de guse (lack off fit) no es
representativa (p > 0.05). El polinomio resultante es:

PGasa= 154.13- 41.32.pH +17.89.Zn- 15.51.pH? + 30.94.pH.Fe- 53.29FeZn- 33.14.Zr°

A patir de este polinomio se caculd la actividad resultante para tres vaores de pH,
25, 35y 45, y con exos vaores s redizaron gréficos de actividad en funcion del Fey
Zn (figura12.5).

Puede verse claramente que a medida que d pH disminuye, todas las curvas dan
vaores mas dtos de actividad enziméica. A pH 4.5 la actividad depende més de Fe
que a pH mas &cidos y la relacion entre actividad y Fe se invierte siendo directamente
proporcionales a pH 4.5. Este comportamiento es esperable dado que, mientras menos
acido es € medio, menor esladisponibilidad de Fe debido alahidrdliss.

A valores bgjos de pH, d efecto del Zn™ sobre la expresion de PGasa diminuye y
los mayores cambios en la actividad enzimética se observan con la disminucion de la
concentracion de Fe*?.

Teniendo en cuenta estos datos, se redizd un nuevo disefio manteniendo congtante
la concentracion de Zn™ en 60 pg / L y tomando como varigbles pH y [Fe]. Como la
actividad enzimética fe mayor a vaores bgos de pH y de [Fe], se rediz6 € disefio
centrando e hexagono a vaores de pH inicid y [Fe™] de 3.3 y 0.2 mg/L (como sd)
respectivamente a fin de barrer los vaores cercanos d maximo de la experiencia
anterior. Se tomaron tres valores de Fe'y cinco de pH.

Los vaores utilizados en dicho ensayo asi como los vaores de actividad enzimética
encontrados se muestran € latabla XI1.5.

114



Capitulo 5 Expresion de PGasa en cultivos batch

ZnSO, (ug . L'l)

ZnSO, (ug . L'l)

ZnSO, (ug . L'l)

0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

0.7 0.8

FeSO, (mg . L™

Figura 12.5: Efecto del pH y la concentracion de Fe'y Zn

sobre la actividad PGasa calculado en base al disefio de
Doehlert.
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El vdor de la muestra 7 resulta extremadamente bga en comparacion con € resto
pero esto es debido a que G. klebahnii no puede crecer a ese valor de pH. A pesar de no
tener todos los datos del modelo se puede observar claramente que dentro dd rango de
concentraciones de Fe analizadas, no hay efecto observable de esta variable sobre la
actividad enzimética Las muestras 5y 9 y las 6 y 8, que tienen igud pH entre 9 y
diferente concentracion de Fe poseen practicamente la misma actividad. Evidentemente
en esas condiciones de crecimiento, s0lo € pH tiene efecto sobre la actividad
enzimética

Muestra pH Fe pH Fe Dilucion  Actividad PGasa
mg/L mg/ L del Fex U/mL
Codificado  Codificado  Real Real
1 0 0 33 0.2 175 181.8
2 0 0 33 0.2 175 1744
3 0 0 33 0.2 175 174.8
4 1 0 4.3 0.2 175 9.3
5 05 0.866 38 0.25 1.60 110.6
6 -05 0.866 28 0.25 1.60 2190
7 -1 0 23 0.2 175 381
8 -05 -0.866 28 015 1:100 236.0
9 05 -0.866 38 015 1:100 1126

*Con respecto alaconcentracion en el MR

Tabla XII1.5: Condiciones de cultivo y actividad PGasa
recuperada en el primer ensayo de dos variables segin el
disefio de Doehlert.

Esta dependencia con una sola de las variables es muy comin encontrarla en zonas
dejadas dd méximo, en este caso una superficie plana se gusta bien a la redidad 2.
Para centrar la nueva superficie de respuesta, @ paso Sguiente es moverse hacia una
zona en la que la segunda variadble posea dgun efecto. Edo se hace generdmente
sguiendo la linea que marca la mayor pendiente de la superficie pero en este caso en
particular no se puede hacer eso ya que esa técnica nos llevaria hacia zonas mas écidas
gue las de esta experienciay eso no permitiriad crecimiento microbiano.

Muestra pH Fe pH Fe Actividad PGasa
mg/L mg/L U/mL
Codificado  Codificado
1 0 0 35 05 103.0
2 0 0 35 05 1015
3 0 0 35 05 107.8
4 1 0 45 05 710
5 05 0.866 40 0.75 814
6 -05 0.866 30 0.75 1585
7 -1 0 25 05 156.8
8 -05 -0.866 30 0.25 1717
9 05 -0.866 40 0.25 913

Tabla XlIl.5: Condiciones de cultivo y actividad PGasa
recuperada en el segundo ensayo a dos variables segun el
disefio de Doehlert.

Dado que no s encontré ningin efecto del Fe sobre la actividad en este rango de
concentraciones y experimentos anteriores mosiraron que dicho eemento es importante
para la expresdén de la enzima (Figuras 95, 105 y 125) s rediz0 € Sguiente
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experimento ubicando @ hexagono en concentraciones mayores de Fe y ademas se
elevd un poco € vaor centra de pH para que la muestra del extremo mas acido del
hexagono no sufra inhibicion del crecimiento. Los vaores centraes degidos fueron pH
35y [Fg = 05 mg/L. Los vaores de los dete puntos experimentales, asi como la
actividad PGasa obtenida en cada caso se muestran en latabla X111.5.

Egte ligero incremento en & pH hace que d G. klebahnii pueda crecer en todas las
condiciones de cultivo. Puede verse que en este rango de Fe y pH las dos variables
influyen sobre € vador de la actividad enzimética recuperada aunque se observa que €
incremento en funcién de la disminucion dd pH es mucho mas importante que en
funcion dd Fe.

El andisis de varianza para este conjunto de datos se muestra en latabla X1V 5.

Coeficiente deregresion P
Constante 1044

A:pH -54.9 0.0011
B:Fe -6.71 0.0685

AA 95 0.0819

AB 19 0.6563

BB 256 0.0130
Faltade gjuste 0.0117

R°=0.919

Tabla XIV.5: Andlisis de varianza de la superficie de
respuesta seguin el disefio de Doehlert para dos variables.

Puede observarse que sdlo d pH y d Fe d cuadrado tienen peso como variable ya
gue sus vaores de P son los Unicos menores de 0.05. El moddo tiene una fdta de guste
(Lack-off-fit) significativa (P < 0.05), a pesar de ello, puede aceptarse ya que ¥ = 0.91,
lo que indica que la superficie estima bien los vadores de actividad enziméica 34. Box y
Draper * indican que s la cantidad de datos indluidos en @ andisis es devada, un
modelo con una fata de guste significativa pero con un R elevado puede ser usado. En
esas condiciones de cultivo no puede encontrarse un méximo absoluto ya que la
tendencia indica un aumento de actividad cuando G. klebahnii crece a valores de pH
menores pero cuando € pH inicid disminuye de 2.5, @ crecimiento se detiene.

El polinomio resultante queda:

Act PGasa=104.4 —54.9 x pH + 25.6 x F€.

Los datos obtenidos en los dos experimentos son coherentes uno con otro por lo
gue se pueden usar juntos en una grafica de contorno de actividad enzimética en funcion
de la concentracion de Fey dd pH (figura 13.5).

En la figura s observa que la actividad enzimdica aumenta cuando & pH
disminuye pero @ cambio es mucho menor cuando varia la concentracion de Fe. Lo
mismo s obsarva en los datos dd andisis de varianza, s0lo d pH es dgnificaivo en
estas condiciones.

Cabe observar que en la figura 12,5, a vaores de [Zn'?] de 60 pg L7, las
actividades enziméticas son muy semeantes a las encontradas en la figura anterior para
iguales vdores de pH y Fe. Dado que son experimentos completamente independientes,
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ede resultado permite pensar que los polinomios obtenidos en cada caso son
representativos de laredidad.
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Figura 13.5: Efecto del pH y de la concentracién de Fe'?
sobre la actividad PGasa.

Por medio de ensayos sencillos llevados a cabo en batch, se pudo incrementar la
expresion de la enzima en un factor de 20, desde las 10 U/mL encontradas en € medio
de referencia hasta obtener més de 200 U/mL en las condiciones optimizadas.

Para verificar que d efecto de los cambios en @ medio de cultivo fueran sobre la
expresion de PGasa 'y no sobre su actividad o sobre la expreson de una segunda enzima
pectolitica que resultara en un artefacto de medida se redizo un SDS-PAGE dd
sobrenadante de agunas de las muedtras obtenidas en estos ensayos. Para tal fin se
redizd una centrifugacion dd cultivo d find de la fase de crecimiento y se sembraron
40 pL dd sobrenadante sin dilucion. Los resultados obtenidos pueden verse en la figura
14.5.

En las cdles 1 y 2 se sembraron muestras de sobrenadantes de un cultivo en MR.
La cdle 1 corresponde a una muestra tomada a mitad del cultivo (6 U . mL™) y enla2
la muestra se tomé d findizar d cultivo (15 U . mL™). En las cdles 3 y 4 se sembraron
sobrenadantes de los cultivos 7 y 9 de la tabla XIII5 (156 y 91 U . mL*?
respectivamente). En la calle 5 se sembraron |os patrones de PM.

Como puede verse € sobrenadante de cultivos de G. klebahnii presenta una Unica
banda proteica que se corresponde por € PM con la PGasa-SE (43 KD) %°. En la figura
s ve claramente que la actividad enzimética es proporciond a la cantidad de proteina
encontradas en € sobrenadante.
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Figura 14.5: SDS-PAGE de sobrenadantes de cultivos de
G. klebahnii con diferente actividad enzimética. En las
cales 1 a 4 se sembraron muestras sin diluir con
actividades de 6, 15, 156y 91 U . mL ™ respectivamente.

Debido a estos resultados, puede asegurarse que las variaciones encontradas en la
actividad enziméica frente a las diferentes variables ensayadas se debe a la accion de
los cambios redlizados sobre la expresion de PGasa.

Teniendo en cuenta € incremento en la produccién de enzima conseguido durante
la investigacion reportada, se propone € siguiente medio de cultivo para maximizar la
produccion de PGasa:

Componente Concentracion
Glucosa 5¢g/L
Urea 0.6 g/L
KoHPO, lg/L
Citrico 0.45¢g/L
CaCl, . 2H,0 0.1g/L
MgSO, 7H,0 0.6 g/L
FeSO, . 7TH,0 0.2mg/L
ZnSO, . 60 pg/L
Vitaminas 1mL/L (del stock)
pH inicial 25

Tabla XV.5: Medio de cultivo optimizado para la obtencion
de PGasa.

Al medio no s le incorpora la solucién de aniones ni Co (ya que no tienen ninglin
efecto), Mny Cu (que son deletéreos parala expresion de laenzima).

119



Capitulo 5 Expresion de PGasa en cultivos batch

5.4 Apéndice |

Célculo de los efectos primarios y secundarios en un disefio
factorial mediante el algoritmo de Yates.

En esta parte de capitulo se explica como cacular los efectos causados por ciertas
variables sobre agin parametro mesurable de un proceso. Para mayor informacion se
recomienda € capitulo 10 de “Edtadigtica para investigadores’ de Box, Hunter y Hunter
33

Un disefio factorid permite estudiar € efecto postivo 0 negativo que cierto nimero
de variables tienen sobre una determinada propiedad de un sstema experimental. Para
elo, las didintos variables a estudiar se fijan en dos vdores abitrarios, uno dto (+) y
uno bgo (-). Los disefios factorides se dividen en dos categorias, completos y
fraccionarios. En los primeros, las variables (+) y (-) deben combinarse en todas las
formas posibles y por lo que € nimero de ensayos que son requeridos es 2' donde n es
e nimero de variables estudiadas. Este tipo de estudios tiene la ventga que permite
edudiar directamente d €fecto de las diferentes variables en forma independiente asi
como de todas las combinaciones posibles. El inconveniente que tienen es que requieren
un nimero muy dto de ensayos independientes, eto los hace muy dificiles de redizar
paramés de 5 variables.

A diferencia de estos, en los disefios factorides fraccionarios lo se toman agunas
combinaciones de valores decrecidos e incrementados de todas las variables. Esto lace
que sea muy sencillos de redizar pero no permiten, en generd, cdcular las
interacciones superiores entre los diferentes efectos estudiados. Qué combinaciones de
vaiables se utilizan dependo dd disefio utilizado pero en todos los casos los efectos
resultantes se cdculan de la misma forma En todos los casos se redizan una suma
adgebraica de los efectos podtivos y los negaivos y estas sumas, divididas por la
varianza del método se comparan con € valor det deseado *.

El dgoritmo de Yates es un procesamiento matemédtico que permite calcular dichos
efectos primarios y secundarios de una formamuy sencilla.

La utilizacion dd dgoritmo en un disefio factorid completo se explica tomando
como gemplo @ experimento citado en la tabla IX de este capitulo en € que se estudia
e efecto de pH, K:HPO,4, CaCl, y FeSO, sobre la actividad de PGasa. Para fecilitar €
seguimiento de los nimeros, se transcribe latabla I X como tabla | del apéndice.

Para poder utilizar € agoritmo de Yates las observaciones deben ser ordenadas de
forma estandar. Un disefio factorid esta en orden estdndar cuando, como en la tabla
XVI.5 la primera columna de la matriz del disefio condta de sgnos + y — dternados; la
segunda, aternados de dos en dos; la tercera de cuatro en cuatro y asi sucesivamente.

En generd, la columna kesima consta de X! signos menos seguidos de 2! signos
més. En latablatambién seindicae valor obtenido en cada experimento independiente.

Para cacular los efectos producidos por las diferentes variables y sus interacciones
Se debe redizar la suma agebraica dd vaor de cada experimento con @ sgno que le
corresponde segun la tabla de disefio. A fin de saber que signo le corresponde a las
diferentes interacciones se multiplican las columnas de las didtintas variables segin sea
lacombinacion (Tabla XVI1.5).

Una vez que se cdcula d sgno correspondiente para cada celda (experimento /
interaccion) d efecto de cada interaccion se cacula multiplicando cada columna por la
columna de los resultados (para obtener cada vaor con € signo que le corresponde en
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cada casn) y luego redizando la suma agebraica para cada columna y dividiendo d
resultado de la suma por € factor que le corresponda en cada caso. Para un ensayo de n
varidbles (2" expearimentos) d divisor en cada columna vae 2" para la media de los
efectosy 2"* parad resto. En latabla X V1.5 se observa el resultado de dicha operacion.

Exp N° pH K>HPO, CaCl, FeSO, Act
- - - - 205.0

+ - - - 1339
- T - - 195.7
+ + - - 1385
- - 199.7

140.8
200.6
135.0
180.6
1242
194.7
120.0
189.6
124.0
189.6
124.1

N S N

SR B Bl ©| o ~| o ol & w| Nof -

N

+

+
+ +

+| +[ +] +]
o [ S N S [ S S

2|
o| U1

Tabla XVI.5: ordenamiento de los datos en un disefio
factorial fraccionario en orden estandar.

Para verificar 9 los efectos de las diferentes variables son sgnificativos, sus vaores
deben ser comparados con € vaor de la desviacion de la medida (s) o su estimador
muestral S. Como en edte tipo de experimentos es comin que no existan duplicados,
normamente no existe un vaor de S verdadero sacado del promedio de ks varianzas de
las repeticiones de los ensayos independientes. Para solucionar este problema se hace
una serie de supodciones, la mas importante de las cudes es que no exisen
interacciones de orden superior a dos por lo que esos vaores medirdn diferencias
debidas d error experimentd.

En d caso dd gemplo los vaores de dichos efectos son -0.28, -3.18, -0.48, -1.2y
4.88.

Una ves sdleccionados los vaores de los efectos, se calcula la suma de los efectos
a cuadrado y se divide por  numero de nteracciones tomadas en cuenta, en este caso
5y s le cdcula la raiz cuadrada Este dato representa la desviacion tipica del
experimento. En este caso resulta ser 2.67. Con este nUmero se puede cacular € vaor
de t para cada efecto particular como t = E / S. Una vez calculado € vaor de t puede
decidirse 9 un determinado efecto es significativo o no.
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5.5 Apéndice Il - Tabla generatriz depara el disefio de Doehlert

0.00000 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
1.00000 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.50000 0.86602 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 [ 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
-0.50000 0.86602 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.50000 0.28868 0.81650 [ 0.00000 | 0.00000 [ 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
-0.50000 0.28868 0.81650 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 -0.57735 0.81650 [ 0.00000 | 0.00000 [ 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
~0.50000 0.28868 0.20413 0.79067 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
-0.50000 0.28868 0.20413 0.79067 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 -0.57735 0.20413 0.79067 | 0.00000 [ 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 0.00000 -0.61238 0.79067 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
~0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.77460 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
-0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.77460 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 -0.57735 0.20413 0.15812 0.77460 [ 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 0.00000 -0.61238 0.15812 0.77460 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 0.00000 0.00000 0.63246 0.77460 [ 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
~0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.76376 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
-0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.76376 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 -0.57735 0.20413 0.15812 0.12910 0.76376 | 0.00000 [ 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 0.00000 -0.61238 0.15812 0.12910 0.76376 | 0.00000 [ 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 0.00000 0.00000 0.63246 0.12910 0.76376 | 0.00000 [ 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.64550 0.76376 | 0.00000 [ 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
~0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.109I1 0.75593 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
-0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.75593 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 -0.57735 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.75593 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 0.00000 -0.61238 0.15812 0.12910 0.10911 0.75593 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 0.00000 0.00000 -0.63246 0.12910 0.10911 0.75593 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.64550 0.10911 0.75593 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.65466 0.75593 [ 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
~0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.75000 | 0.00000 | 0.00000
-0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.75000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 -0.57735 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.75000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 0.00000 -0.61238 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.75000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 0.00000 0.00000 -0.63246 0.12910 0.10911 0.09449 0.75000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.64550 0.10911 0.09449 0.75000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.65466 0.09449 0.75000 | 0.00000 | 0.00000
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.66144 0.75000 | 0.00000 | 0.00000
050000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.74536 | 0.00000
-0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.74536 | 0.00000
0.00000 -0.57735 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.74536 | 0.00000
0.00000 0.00000 -0.61238 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.74536 | 0.00000
0.00000 0.00000 0.00000 -0.63246 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.74536 | 0.00000
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.64550 0.10911 0.09449 0.08333 0.74536 | 0.00000
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.65466 0.09449 0.08333 0.74536 | 0.00000
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.66144 0.08333 0.74536 | 0.00000
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.66667 0.74536 | 0.00000
~0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.07454 0.74162
-0.50000 0.28868 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.07454 0.74162
0.00000 -0.57735 0.20413 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.07454 0.74162
0.00000 0.00000 -0.61238 0.15812 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.07454 0.74162
0.00000 0.00000 0.00000 -0.63246 0.12910 0.10911 0.09449 0.08333 0.07454 0.74162
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.64550 0.10911 0.09449 0.08333 0.07454 0.74162
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.65466 0.09449 0.08333 0.07454 0.74162
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.66144 0.08333 0.07454 0.74162
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.66667 0.07454 0.74162
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -0.67082 0.74162
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CAPITULO 6

Expresion de PGasa en cultivo continuo.

6.1 Introduccion.

Una vez determinados los pardmetros cinéticos y estequioméricos dd  crecimiento
de G. Kklebahnii (capitulo cuatro), asi como la expreson de PGasa en sistema batch
(capitulo cinco), se procedié a estudiar € efecto sobre la expreson enziméica de
digintas variables en cultivo continuo. Este sstema de cultivo, tal como se comentd en
el capitulo cuatro, posee la enorme ventga de que permite diferenciar los cambios
fenotipicos (expresdén de dguna enzima, generacion de productos, etc) generados por
una variacion en la composicion de medio o en las condiciones de cultivo de aguellos
gue se generan a través de cambios en la velocidad especifica de crecimiento causados a
su vez por los cambios redizados en  medio.

Como se demostré en d capitulo cuatro, € medio de referencia (MR) puede sostener
e crecimiento de G. klebahnii por lo que fue utilizado como base para los estudios
reglizados para e presente capitulo. Sobre @ se redizaron las variaciones en cada caso.

La produccion de enzimas puede ser reguladas en forma postiva 0 negeiva por
mecanismos de control taes como induccion, inhibicion por retrodimentacion  y
represon caabdlica La sintess de muchas enzimas es fuertemente reprimida cuando €
microorganisSmo crece en azucares facilmente fermentables

G. klebahnii es un hongo levaeduriforme pleomdrfico y durante @ crecimiento cambia
notablemente su morfologia. Dependiendo de las condiciones de cultivo y de la
limitacion puede modificar su forma de céulas levaduriformes aidadas hagta una forma
miceliar con pocas ramificaciones. Ejemplos de dicho cambio pueden observarse en la
figura 1.6. Estos cambios de forma fueron estudiados en cultivo continuo para verificar
S exige dguna rdacion entre la forma predominante y los nivees de actividad
enzimética
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Figura 1.6: Formamiceliar y celular del G. klebahnii.

Las razones de este cambio morfolégico no son claras pero suelen estar asociado a
Situaciones de stress. Tdl es € caso de Kluyveromyces marxianus ° o Saccharomyces
cerevisiae 12 creciendo bgjo limitacion por nitrégeno. Debaryomyces hansenii creciendo
en cultivo continuo con xilosa como fuente de carbono cambia de forma levaduriforme
a micdiar por disminucion de la tendon de O, y este cambio es completamente
reversible. Candida utilis tiende a formar pseudomicdio cuando la concentracion de
nitrégeno disminuye en d medio de cultivo 8.

6.2 Materiales y métodos

6.2.1 Cepa.
En todos los ensayos redizados se utilizd d Geotrichum kiebahnii ATCC 42397

6.2.2 Mantenimiento de la cepa.

Los medios y protocolos de mantenimiento de la cepa son los mismos que los vistos en
capitulo de estequiometria del crecimiento.

6.2.3 Medios de cultivo.

Medio de referencia (MR): Se utilizd como referencia d mismo medio que en d
capitulo arribamencionado y sobre € se redlizaron las variaciones pertinentes.

6.2.4 Cultivos:

Al igud que en @ capitulo anterior se utilizd un biorreactor Incdtech LH serie 210
con control automético de pH por eectrodo de vidrio (Mettler Toledo) y de temperatura
(resstencia interna y refrigeracion por serpentin). Ademés posee monitoreo on line
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(aunque no control automético) de O, por eectrodo polarogréfico Mettler.

El reactor posee un adquisidor ¢k datos con @ que se registra en tiempo red d vaor
de temperatura, O, y pH. Esto permite observar cudquier posble ateracion debido a
problemas déctricos 0 mecanicos que pudieran ocurrir durante periodos en los que €
cultivo este Sn atencion.

El protocolo de trabgo fue d mismo que para los estudios sobre cinética y
estequiometria dd crecimiento. Al igua que € caso de los cultivos beatch la separacion
de biomasa para pogterior determinacion enzimética se redizo por centrifugacion y no
por filtracion debido a la adsorcion cas cuantitativa de la enzima en las membranas de
acetato de cdulosa. Las muedtras se guardaron en tubos de vidrio a -18 °C hasta su
andiss.

6.2.5 Medida de actividad enzimatica.

La actividad enzimé@ica se determind mediante la técnica de PGasa, descripta en €
capitulo tres.

6.2.6 Cambios en la morfologia celular.

El cambio en la morfologia se sguié por observacion microscopica y se cuantificd
segUin € siguiente protocolo.

La muestra (@ 250 mL exactamente medidos) e filtrd por un tamiz de mdla 230
(abertura = 65 M) para separar la biomasa en 2 tipos en funcidén dd tamafio de los
diferentes tipos morfolégicos. La biomasa retenida en @ tamiz se lavd con HO (d), se
resugpendié y se llevd a volumen. Se utilizaron dicuotas de volimenes apropiados del
retenido (formas de tamafio “grande” o micdio), dd filtrado (formas de tamafio “chico”
0 atrosporos) y de muestras dd cultivo sin filtrar (biomasa total) para la determinacion
de los respectivos pesos secos por filtrado a través de membrana de 0,45 m de poro
(EOAWP04700, MSI, USA). La biomasa retenida se lavd y secO a peso condtante a
80°C. Un esguema de la operacion de separacion de formas celulares se muestra en la
figura2.6.

En & caso de que se quisera utilizar b biomasa obtenida de cada fraccidon en agun
cultivo subsiguiente, la muestra se tomo en un elenmeyer edtéil, todo d materid
utilizado se lavd convenientemente con etanol d 70 % y la operacién de separacion se
rediz6 en e banco deflujo laminar.

128



Capitulo 6 Expresion de PGasa en cultivos continuos

Seco
artrosporas

Figura 2.6: Esquema operativo de la separacion de formas
celularesy miceliares de G. klebahnii.
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6.3 Resultados y Discusioén

6.3.1 Efecto de la velocidad de dilucion.

La primera variable edtudiada fue la reacion entre la velocidad especifica de
produccion de PGasa en relacion con la velocidad especifica de crecimiento. Para td fin
s redizaron tres cultivos continuos con @ medio de referencia en los que s fue
modificando la velocidad de dilucion (D). A modo de duplicado, los cultivos se hicieron
de td forma que quedaran solapados. El resultado puede verse en la figura 35. Se
observa que a medida que la velocidad de crecimiento aumenta, la expreson de la
enzima se incrementa en forma muy notoria. La actividad a cada vaor de D entre
muestras de diferentes cultivos e incluso entre muestras dd mismo estacionario poseen
una dispersion bastante marcada pero la tendencia hacia vaores mayores de actividad se
gorecia claramente. Este comportamiento con la velocidad de dilucidon resulta opuesto a
encontrado por Zetelaki para PGasa de Aspergillus . Antranikian 3 reporta un
comportamiento muy dSmilar para pulluanesa, a amilasa y a glucosdasa de
Clostridium.

Edta digperson dentro de un mismo estado estacionario se encontré durante cas todo
e egtudio en cultivo continuo y cas todas las limitaciones estudiadas. Més addante s
ahonda en este detalle.

50
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Figura 3.6: Actividad enzimatica en funcion de la velocidad
de dilucioén en un cultivo continuo en estado estacionario.
Alimentacion: MR (limitado en carbono) Diferentes
simbolos indican cultivos diferentes

Como puede observarse, la actividad medida de la enzima disminuye a vaores dtos
de velocidad de dilucion pero esto se debe a una disminucion en la biomasa debido a la
proximidad del D critico (aproximadamente 0.4 ).

A vaores de D dtos pero menores que pmax Se obtienen ssteméticamente valores de
actividad enzimética mayores que en batch. Este resultado es bastante generad ya que
fue obsarvado para enzimas y especies tan diferentes como pullulanasa y a -amilasa de
Clostridium 3, cdulasa de Trichoderma reesei °, proteasa &cida de Humicola lutea 1y b
(1-3) glucanasa de Oer skovia xanthineolytica
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S en lugar de representar actividad enzimd@ica en funcion de D s grdfica la
velocidad especifica de sintess de la enzima s ve que e incrementa continuamente
hesta estabilizarse a valores cercanos a pmax. Se define la velocidad especifica neta de

sintesis de enzima g como:
0= Wy
=X &8/ 9x-hd

donde Ag eslaactividad de PGasaen U . L.

En la figura 4.6 s= ve d comportamiento de G en funcion de D. Resulta claro que la
velocidad de sintess de la enzima se incrementa con D ya que € G se incrementa de
menosde 10 amésde3500U . g . ht.

3000 A

2000 A

e (U.ghh™)

1000

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Figura 4.6: Velocidad especifica de sintesis de PGasa en
funcién de la velocidad de dilucién. Los resultados
provienen de diferentes cultivos continuos, todos
realizados con el MR.

S s comparan estos vaores con los obtenidos en cultivos batch con @ mismo medio
Se observa una mayor produccion de enzima en cultivo continuo. S se toma un vaor de
Hmax de 0.45 h', una biomasa find de 2.4 g . L' y una actividad enziméica promedio
parade 12 U . mL™* seobtieneun valor dege = 2300 U . gt . ht.

6.3.2 Efecto pH.

Por una cuestion de comodidad, debido a la velocidad de recambio de medio de
cultivo, para experiencias posteriores se escogio una velocidad de dilucion de 0,2 h-1.

Una vez estudiado € efecto de D sobre la expresiéon de PGasa se estudio € efecto del
pH sobre la expreson de la enzima. Para td fin € cultivo se dimenta con MR apH 5y
se controla € vador de pH de cultivo en forma automética con € agregado de H2SO4 o
NaOH respectivamente. Los resultados obtenidos se muestran en lafigura 5.6.

Luego de cada cambio de condicion se tomaron muestras a los 5, 10 y 15 tiempos de
retencion (gproximadamente 20, 40 y 60 horas) sempre y cuando no se observaran
cambios en las condiciones macroscopicas del cultivo.
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Figura 5.6: Efecto del pH sobre la expresion de PGasa SE.
En cultivo limitado en FCE .

Se observa que la expresion e la enzima no se ve mayormente afectada por @ efecto
dd pH mientras ésta no pase por encima de 5. A pH mayores que 5, la actividad se ve
fuertemente disminuida La disminucién de la actividad por encima de pH 5 puede
deberse en parte a la desnaturalizacion de la enzima por efecto del pH pero, ya que €
los estudios en batch este efecto ocurrid recién sobre pH 7, no parece que sea la Unica
causa.

Sin sr muy marcado, se observa un ligero incremento de la actividad PGasa cuando
e pH disminuye (efecto ya observado en batch). Esta disminucion en la actividad
enzimdtica con € aumento de pH fue reportado por Antranikian 3 para a amilasa de
Clodtridium aunque en este caso d rango de pH optimo es mucho mas edrecho y la
actividad disminuye cuando bgjade 5.5.

Dado que no hubo mayores diferencias en los vaores de actividad a pH menores que
5 para estudios pogteriores se digid este vaor de pH a fin de variar |o menos posible las
condiciones de cultivo con respecto d MR.

6.3.3 Efecto del cambio en lafuente de carbono y energia.

Manteniendo & valor de D en 0,2 h' y d pH dd medio de cultivo en 5, se procedi6 a
edudiar d efecto de la nauradeza de la fuente de carbono. Para ta fin la glucosa dd
medio testigo (MR) fue remplazada por cantidades equivdentes (en cmoles) de
diferentes FCE. Los cultivos se mantuvieron sempre limitados en FCE. Los resultados
e muestran en lafigura 6.6.

La naturdeza de la FCE influye fuetemente sobre la actividad enzimética Los
resultados encontrados son coherentes con los hallados en cultivos en batch en los que
la actividad enzimdtica es mayor con glucosa, xilosa y fructosa que con gdactosa y
glicerol. En la misma figura se observa que d primer estado estacionario con € MR da
una actividad enzimaica mucho mayor que @ segundo, ocurrido 60 tiempos de
retencidn (300 horas) més tarde. Este comportamiento se discute mas adelante (Fig.9.6).
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Figura 6.6: Efecto de la naturaleza de la FCE sobre la
expresion de PGasa (en cultivo limitado en FCE).

6.3.4 Efecto del acido galacturénico.

Dado que los cultivos en batch utilizando &acido gaacturonico como FCE habian
dado como resultado una posible inhibicion de la sintesis, ya que d G. klebahnii crecio
sSn inconveniente pero no produjo enzima, se investigd su efecto sobre la sintesis de
enzima

En este caso se utilizd un protocolo diferente d usado con las demas FCE. Para
determinar s € GALA gerce dguna accion sobre la expreson de PGasa se utilizo d
método de pulsos.

El mé&odo de pulsos permite obsarvar los efectos de un determinado componente
sobre dguna variable dd cultivo. Condste en la inyeccion en un tiempo corto de dicho
compuesto sobre € cultivo en estado estacionario hasta dcanzar una concentracion
deseada (en teoria se debe conseguir un aumento ingtantdneo de la concentracion). La
presencia 0 d incremento en la concentracion del compuesto en € medio de cultivo
genera, 0 no, un efecto en @ cultivo que puede ser medido a cortos plazos. El efecto
provocado es trangitorio y una vez eiminado por dilucion la sustancia problema,
ssemaretorna d estado estacionario original.

Se rediz0 un pulso de GALA en un cultivo en edtado edacionario limitado en
glucosa y s tomaron muestras durante las 12 horas siguientes para medir actividad
enzimética y peso seco. El pulso s redizo en un volumen y concentrecion td que
quedara 1 g/L en & medio de cultivo atiempo cero.

Los resultados (Fig 7.6) confirman @ hecho de que existe inhibicon ya que la
biomasa s incrementa ligeramente debido a incremento de sudrao y la enzima
disminuye notablemente poco tiempo después ded pulso recuperando la actividad
gproximadamente en tres tiempos de retencion.

Dado que en € estado estacionario sobre @ que redizé € pulso las condiciones de
cultivo eran las apropiadas para la expreson de PGasa se ve que € GALA gerce una
inhibicion anive de lasintess de enzima
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Figura 7.6: Efecto de un pulso de GALA sobre la actividad
enzimética® y peso seco m (medio MR).

6.3.5 Efecto del pool de vitaminas y de la concentracion de K,HPO,.

Para estudiar @ efecto de la concentracion de vitaminas y fosfato sobre la expresion
enzimdtica se redizaron sendos cutivos limitados en estos componentes. Para dlo se
prepard € medio de cultivo MR pero con las vitaminas diluidas 1:100 en un caso y €
K2HPO, diluido 1:25 en € otro. El cultivo comenzo limitado en glucosa a una velocidad
de dilucion de 02 h' y luego de transcurridos aproximedamente 30 tiempos de
retencion (160 h) € medio de cultivo se cambié de dimentacion por d limitado en
fosfato. Luego de tres dias en los que se muestred a diario, se cambiaron nuevamente las
condiciones alimitado en vitaminas.

La tabla 1.6 muedtra los resultados obtenidos tanto en cuanto a la cantidad de enzima
producida como agunos parametros.

Limitacion Biomasa Glucosaremanente Act. PGasa gE Balance
g.L? g.L? u.m? U.gltht  dec*
Glucosa 2.85 0.002 2145 1505 107
Vitaminas 10 28 157 314 1.06
Fésforo 11 28 1443 2623 104

*Considerando biomasay CO,
Tabla 1.6: Actividad recuperada de cultivos continuos con
diferentes limitaciones.

La limitacion por un nutriente diferente a la FCE puede verificarse del dato de
glucosa remanente en d medio de cultivo. Td como se demostré en € capitulo 3, G.
klebahnii no posee en estas condiciones de cultivo metabolismo de sobreflujo y cuando
s limita en un nutriente diginto de la FCE, consume solamente lo necesario sin generar
ningun tipo de producto carbonado. La limitacion por fosforo rinde la mayor velocidad
especifica de sintesis de enzima.

A pesar de que las diferencias entre una limitacion y otra son muy grandes, los datos
deben ser reativizados ya que, como s vera en € apatado siguiente, la actividad
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enzimdica osxcila a lo largo dd tiempo en un mismo edado edtacionario. De todas
maneras, las diferencias son lo suficientemente importantes como para creer que hay
unavariacion real debida alos cambios en d medio de cultivo.

6.3.7 Comportamiento de la expresion de enzima en funcion del
tiempo de retencion.

Un comportamiento curioso se observa en la expreson de PGasa de G. klebahnii
cuando € cultivo es mantenido en un mismo edado edecionario y s andiza u
evolucion en funcion dd tiempo. A pesar de que los parametros cinéticos dd cultivo
(do2, Os Qcoz, €C) s mantienen condantes indicando que € cultivo efectivamente se
encuentra en estado estacionario, la actividad enzimética oscila en forma aeatoria

En cultivos limitados en glucosa mantenidos a un D de 0.2 h! durante 100 tiempos
de retencién ( & ) la adtividad enzimética varié entre 55y 10 U . mL ™. Cuando € D s
mantwvo en 0.4 h' durante 300 tg, la activided oil6 entre 10 y 4 U . mL™L. Este
comportamiento se muestra en la figuras 86 y 9.6. En ambos cultivos d medio de
dimentacion fue MR.
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Figura 8.6: Actividad PGasa de un cultivo continuo de G.
klebahnii limitado en FCE (glucosa) aD = 0.2 h™.

Este comportamiento esta en contra del concepto de estado estacionario, més aun s
S tiene en cuenta que € cultivo estuvo Sempre limitado en glucosa y la biomasa, d O
disudto y la velocidad de dilucion se mantuvieron congantes durante las 500 horas de
cultivo. Pedersen y Niglsen ! reportan un comportamiento similar en un trabgjo sobre la
influencia de la fuente de nitrégeno sobre la expresion de una a -amilasa por Aspergillus
oryzae. En ede trabgo redizan los cultivos con glucosa como sudrato limitante. Al
igua que en € caso de la PGasa de G. klebahnii la enzima no es necesaria para €
crecimiento en estas condiciones 10 que puede resultar en una regulacion menos etricta
de su expreson. Otra explicacion a este extrafio comportamiento (posiblemente mas
acertada) se indica més addante en relacion ala concentracion de los microel ementos.
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El mismo comportamiento se encontré bgo diferentes limitaciones y condiciones de
crecimiento. En las figuras 10.6 a 13.6 se observa € perfil de actividad PGasa en
funcion de nimero de tiempos de retencion de cultivos continuos limitados en

Act. PGasa (U . mL‘l)

Expresion de PGasa en cultivos continuos
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Figura 9.6: Actividad PGasa de un cultivo continuo de G.

klebahnii limitado en FCE (glucosa) aD = 0.4 h™.

nitrégeno, glicerol, galactosay fosfato respectivamente.

Puede observarse que & comportamiento es bastante generad aunque cuando €

cultivo esuvo limitado en fésforo la variacion fue ligeramente inferior.

Ademés s obsarva que la naturdeza de la fuente de carbono influye sobre @ nivel
medio de la actividad enzimédtica, td como se habia observado en cultivos batch la

gaactosa es un sustrato pobre para la produccion de enzima.

Cuando d cultivo se limita en fuente de nitrogeno la expresion de PGasa es minima

(Fig. 10.6).
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Figura 10.6: Actividad PGasa de un cultivo continuo de G.

klebahnii limitado en fuente de nitrégenoaD = 0.2 h™.
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Durante este cultivo la biomesa en estado estacionario se mantuvo alrededor 1.19 +
0.06 gL, la glucosa remanente fue de 283 + 009 g/L y d baance de carbono
considerando biomasa y CO, como Unicos productos carbonados resulto igud a 1.04.
Td como habia ocurrido en los cultivos baich con la misma limitacion, la activided
enzimédica s vio mucho mas deprimida (mas dd 90%) que la formacion de biomasa
(aproximadamente un 60%). Al no ser la PGasa una enzima necesxia paa €
crecimiento, es logico que & microorganismo sacrifique su sintesis d verse privado de
nitrégeno.
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Figura 11.6: Actividad PGasa de un cultivo continuo de G.
klebahnii limitado en FCE (glicerol) aD =0.2h™.
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Figura 12.6: Actividad PGasa de un cultivo continuo de G.
klebahnii limitado en FCE (galactosa) aD =0.2h™.

En las figuras 116 y 12.6 se muedra la actividad de PGasa en funcion dd tg con
glicerol o gdactosa como fuente de carbono y energia respectivamente. Puede
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observarse que d efecto de la oscilacion es muy grande en cudquiera de las dos
limitaciones aunque la tendencia es a encontrar vaores de actividad mas dtos con la
limitacion por glicerol que por gdactosa. Los vdores de biomasa en ambos cultivos
fueron dtos, 3.04 = 0.07 g . L'y 278 + 0.11 g . L* respectivamente, lo que indica que
los rendimientos en biomasa son eevados con estas dos FCE.

El cultivo limitado en gdactosa tiene una produccion de PGesa smila a la
encontrada en batch pero no ocurre lo mismo con € cutivo limitado en gliceral, en
batch se obtuvo un actividad més bga que la obtenida con d MR. Quizas la expreson
de PGasa con gliceraol como FCE requiera de un tiempo mayor y la duracion dd batch
Nno permita que se exprese en todo su potencial.

Cuando la limitacion dd cultivo continuo no fue en la FCE dno en fodao, €
comportamiento encontrado fue ligeramente digtinto (Fig.13.6).
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Figura 13.6: Actividad PGasa de un cultivo continuo de G.
klebahnii limitado en fésforo aD = 0.2h™.

La biomasa en ese caso s vio muy disminuida, la media durante d cultivo fue de
0.85 + 0.05 g/L y la glucosa se mantuvo en 2.76 + 0.09 g/L. Como puede verse en este
caso la actividad enzimé@tica se mantiene en vaores bagtante dtos teniendo en cuenta la
biomasa obtenida, td como se indica en la tabla 1.6, la velocidad especifica de
formacion e PGasa es la més dta, cas € doble de la encontrada para la limitacion en
FCE. Llama la aencidon en este cultivo la fdta cas totd de oscilacion de la actividad en
funcion de nimero de tiempos de retencion. Hasta € presente no se ha encontrado una
explicacion para este comportamiento.

6.3.8 Efecto de los microelementos sobre la expresion enzimatica.

Una vez edudiado € efecto de los microdementos en batch y teniendo en cuenta €
efecto nocivo que gercen sobre la expreson de PGasa en la concentracion utilizada en
e MR, se estudio € efecto causado por €los en cultivo continuo.

Para td fin se utilizd, en primera indancia, d medio de cultivo con la dilucion de
microdementos 1:85 MRD. Cuando se redizo un cultivo a largos tiempos de retencion
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con este medio de cultivo se observo (Fig. 14.6) que la actividad, ademés de ser en
promedio més ata, se mantuvo constante durante todo € cultivo.

Teniendo en cuenta se redlizd a un D = 0.1 h' , la actividad recuperada es mucho
més dtaque con MR.
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Figura 14.6: Actividad PGasa de un cultivo continuo de G.
klebahnii limitado en FCE (glucosa) a D = 0.1 h.
Cultivo realizado con MRD.

Segln == ve en la figura 1.6, la actividad enzimética encontrada a este vaor de D
paa d MR es de aproximadamente 5 U . mL™L. Los valores de velocidad especifica de
sintesis de enzima (gg) para este cultivo son de 1800 + 240 U. g* . h'. Estos vaores
son enormemente mayores que los aproximadamente 100 que se obtienen en MR (Fig.
2).

El cultivo debid redizarse a una velocidad de dilucién més bga de lo utilizado para
el resto de los cultivos ya que € pax de G. kiebahnii se ve dterado por la disminucion
de los microdementos y a un D = 0.2 h! d cultivo tiende a lavarse y es muy dificil
obtener un estado estacionario estable.

Ede resultado gporta quizés la explicacion més razonable a la oscilacion de la
activided enzimé@ica durante € estado edacionario en las otras condiciones. De
cudquier manera no fue comprobada experimentamente por lo que es slo una
suposicion razonable.

Es normd que los microorganismos acumulen microdementos durante
crecimiento . G. klebahnii creciendo en cultivo continuo y en todas las condiciones
estudiadas se adhiere a las paredes dd reactor. No se ha comprobado
experimentamente pero es posble que durante @ cultivo parte de los microorganismos
gue estuvieron pegados a las paredes (probablemente muertos debido a la fata de medio
por largo tiempo) cagan d medio de cultivo y s lisen, incrementando en forma
trandtoria la concentracion de microdementos en @ medio de cultivo. Este incremento
puede resultar en una disminucion trangtoria de la expreson enziméica. Td como s
vio en la figura 105 un incremento de agunos de los componentes dd pool de
microdementos (especidmente Fe, Mn 'y Zn) hace que la concentracion de enzima en €
medio varie. Estos cambios son tan pequefios que no llegan a dterar e estado
estacionario en cuanto alas otras variables.
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Cuando la concentracion de microdementos se disminuye hasta 1:85 en € medio de
cultivo, los posbles incrementos trandtorios en la concentracion de los mismos no
dcanzan a modificar la expresion de la enzima y por elo, por méas que exisan los
cambios en la concentracion de microdementos, no se traducen en un cambio muy
grande en |la concentracion de enzima.

Edtas oscilaciones no serian, en principio, mas que un artefacto experimental  debido
a sgemade cultivo.

6.3.9 Cambios morfologicos durante el estado estacionario

Previo d hdlazgo dd efecto de los microdementos sobre la edtabilidad en la
expresdon de PGasa, buscando una causa para las ostilaciones durante los digtintos
estados edtacionarios, se encontrd un comportamiento muy singular en la morfologia de
G. klebahnii durante & estado estacionario.

Td como se comentd en la introduccidn, G. klebahnii es un hongo pleomérfico
que puede crecer, bien como miceio poco ramificado o bien como cdulas libres.
Dentro de un mismo estado edtacionario se encontrd que la forma de crecimiento
cambia en los primeros momentos del cultivo y luego se edtabiliza en una proporcion
artrogporas / micelio que depende de lalimitacion ala que esté sometido € culltivo.

La forma preponderante en una determinada condicion de crecimiento y las razones
por las cudes un microorganismo toma una forma u otra presentan cierta confuson en
la literatura 1°. Segin O'Shea esta confusion se aclaa § se sepaa a los
microorganismos pleomdrficos en dos grandes grupos hongos levaduriformes (d que
pertenece G. klebahnii) y levaduras.

Los hongos levaduriformes poseen una forma principd micdiar pero puede cambiar
a una forma cdular (levaduras) cuando d cultivo es sometido a condiciones de dtress.
Pueden ser a su vez divididos en patdgeno y no patdgenos. Los patdgenos cambian de
au forma micdiar (sgprofitica) a la levaduriforme (patogénica) por un cambio de
temperatura de 30°C a 37°C. A este grupo pertenecen, por gemplo Blastomyces
dermatitidis, B. braslienss, Histoplama capsulatum, Sporotrichum schenckii vy
Coccidioides immitis®.

A los no patogénicos corresponde por gemplo, Aureobasidium pullulans. Reedev y
Jensen 3 han demostrado que @ cambio de micdiar a levaduriforme ocurre por una
limitacionenZny Fe.

Las levaduras dimorficas presentan  un  comportamiento  opuesto.  Poseen
naiuramente una forma ceular y pueden cambiar a una forma pseudomicdiar cuando
s ven sometidas a stress. Levaduras que presenten este tipo de comportamiento son
Sacharomyces cerevisiae /, Hansenula anémola °, Sacharomycopsis fibulgera ° y
Kluyveromyces marxianus °. Los factores que pueden adterar la morfologia en estos
casos puede ser una limitacion por @, una disminucion de la velocidad de crecimiento,
etc.

Aln en d crecimiento de hongos filamentosos han sido reportados taes cambios
morfolégicos. Carlsen y col * encontraron que Aspergillus oryzae creciendo en un
medio definido con glucosa como FCE cambia su forma de crecimiento de micdiar a
micropellets segin sea  pH del cultivo. A pH de 3.0 o 35 d hongo crece como
micelios libres, entre 4.0 y 5.0, crece como una mezcla de hifas y pelletsy a pH 6 o
mayores crece solamente como pellets.

El estudio sobre los cambios morfoldgicos en G. klebahnii en cultivo continuo se
relizd segln € procedimiento indicado en materides y méodos td como se indica en
e esquema. El batch previo d inicio de cada cultivo continuo se rediz6 con € medio de
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cultivo utilizado posteriormente en la dimentacion de modo que los primeros tiempos
de retencion pueden estar influenciados por la morfologia de la fase exponencid tardia
dd cultivo batch. Los pesos secos de artrogporas o (forma levaduriforme o FL), micdio
(formamicdiar o FM) y biomasatota (X) se midieron en formaindependiente.

Se edudiaron los cambios morfologicos en funcion dd nimero de tiempos de
retencion bgo varias limitaciones glucosa, nitrogeno, glicerol, gdactosa y fosforo. Los
resultados se muestran en las figuras 15.6 a 19.6. En todos los cultivos se mantuvo

Expresion de PGasa en cultivos continuos
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Figura 15.6: perfil de tamafio celular en un cultivo continuo
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Figura 16.6: perfil de tamafio celular en un cultivo continuo

limitado en nitrégeno. ® FL, ¥ FM, B peso seco total.
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Peso seco (g . L‘l)
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Figura 17.6: perfil de tamafio celular en un cultivo continuo
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Figura 18.6: perfil de tamafio celular en un cultivo continuo

limitado en galactosa. ® FL, ¥ FM, B peso seco total.

Se observa daramente que la morfologia celular cambia en @ tiempo d comienzo de
cultivo y que en todos los casos se estabiliza en una proporcion FM/FL determinada que
depende de la limitacidn. A excepcion de la limitacion por nitrégeno, la forma

predominante fue Sempre lamicdiar.

La rdacion FM/FL disminuye segin € orden glicerol, gdactosa, glucosa, fosfaos y
findmente nitrogeno, limitacion en lacud lardacion seinvierte.

Curiosamente d cultivo limitado en gliceral, aparte de estabilizarse en una poblacion
casd 100 % micdiar, comenzd € cultivo con estas formas celulares a diferencia de todas

las demas que lo hicieron como FL.
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Figura 19.6: perfil de tamafio celular en un cultivo continuo
limitado en fosfato. ® FL, ¥ FM, B peso seco total.

Es también muy llamativo @ resultado encontrado en € cultivo limiteado en fosfato
(Fig. 19.6). A pesar de terminar con una poblacion que es mayoritariamente micdiar, la
relacion FM / FL eslamas bgja (3 se exceptliad cultivo limitado en nitrégeno).

Este dato y d de la limitacion por nitrogeno coinciden con la clasficacion dada por
O'Shea ! en la que los hongos levaduriformes poseen morfologia micdiar cuando
crecen en condiciones Optimas y toman la forma de levadura cuando son sometidas a
agun tipo de dress. En los tres cultivos limitados en FCE se observo que la poblacion
preponderante fue la FM. Al limitarse en fosfato desciende la biomasa tota a expensas
en pate a un descenso del rendimiento cdular (Tabla IV.4) y dentro de eda
disminucion queda una proporcién un poco mayor de FL (aunque aun hay mayoria de
FM) y d limitase en nitrdgeno directamente se inviete la rdacion y las FL
comprenden una mayoria cas absoluta.

Vde aclarar que durante esta evolucidon de la formas de crecimiento no se encontro
ninguna relacion con los cambios en la actividad enziméica bgo ninguna de las
limitaciones andizadas. Posblemente ocurra debido a que las FL son fisolégicamente
igudes d las FM y sdlo cambien las proporciones como una forma de incrementar la
superficie de absorcion de nutrientes.

S las cdulas pertenecientes a un cultivo limitado en glucosa son separadas en
aspda y e utilizan las fracciones (micdio y artrogporas) para sembrar sendos cultivos
batch en MR se observa que € cultivo sembrado con micdio s fragmenta en
artrosporas antes de comenzar @ crecimiento exponencid (fig. 20B). Se indica € peso
seco totd asi como la fraccion en peso de micdio (FM). Puede verse claramente que en
e cultivo sembrado con formas levaduriformes (Fig 20 A) € incremento de la
proporcion de cdulas miceliares acompalia a crecimiento de la biomasa totd pero que
en d cultivo sembrado con micdio (B), éte debe primero fragmentarse en artrosporas
para que d G. klebahnii pueda empezar a crecer pero que una vez comenzado €
crecimiento, @ comportamiento es smilar aotro cultivo.
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Figura 20.6: Curvas de crecimiento en batch (MR) de G.
klebahnii a partir de células separadas por tamafio. A,
cultivo sembrado con FL. B, cultivo sembrado con FM. @
FL, Vv FM, B peso seco total.

Evidentemente, cuando G. klebahnii debe crecer en forma acelerada primero se
fracciona y aumenta € nuimero de microorganismos por unidad de masa seca bien para
aumentar la superficie de contacto con € medio y poshilitar un mayor fluo de
nutrientes hacia la biomasa, bien paa aumentar € nimero de stios de crecimiento.
Como egte tipo de microorganismos crece s0lo a través de sus extremos, a igualdad de
cantidad de biomasa tota, mas cdulas pequefias presentan un mayor numero de Stios
de crecimiento que menos cdulas de mayor tamafio. Los hongos filamentosos aumentan
el nimero de gtios de crecimiento a expensas de aumentar las ramificaciones pero no es
el caso de G. klebahnii ya que éte nunca supera @ limite de una ramificacion corta por
hifa
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Conclusiones

En edta seccidn se resumen las conclusiones generales que surgen de cada uno de los
capitul os precedentes

Capitulo 2 - Técnica de PPasa

1

W

Como es comln en las reacciones heterogéness, la actividad enziméica es més
dependiente del area ddl sustrato expuesta a la enzima que de la cantidad total de
sugtrato. Por esta razon en de suma importancia la homogeneidad dd tamafio de
particula utilizado.

PPasa se adsorbe compl etamente sobre |a protopectina antes de actuar.

La técnica es confiable para determinacion de muestras de cultivo sin purificar y
permite, modificando d tiempo de reaccidn, redizar andizar muestras con
actividades comprendidas dentro de un ancho margen.

La técnica es muy engorrosa y su uso se hace poco recomendable cuando la
cantidad de muestras es grande.

La fdta de un sugtrato comercid y @ hecho de que la actividad enziméica
dependa del origen de la protopectina utilizada, debido a los cambios en d grado
de edterificacion que posee, obliga a la etandarizacion de la misma cada vez que
Se prepara una nueva tanda de sustrato.

Capitulo 3 - Técnica de PGasa.

La técnica reportada es smple y permite determinar la actividad en muestras

crudas sempre y cuando no contengan ata concentracion de azucares reductores.

Propiedades dela enzima

Laenzima no esinhibida por los productos de la reaccion.

Laenzimaes muy sensble alaagitacion

La enzima es inestable cuando se encuentra diluida en buffer a temperatura
ambiente.

Es estable cuando se encuentraen @ medio de cultivo.

El Mg™* ejerce un efecto activador sobre la actividad enzimética mientras que d

Ca’* acttia como un potente inhibidor.

La enzima posee un valor de KM aparente de 0.189 + 0.013 g . L. Este valor

concuerda con € de otras PGasas de levaduras.

La enzima es fuertemente adsorbida sobre materiaes poliméricos, observandose
perdida de actividad 9 las muestras son guardas en tubos eppendorf vy
desgparicion completa s sefiltra por membranas de acetato de celulosa

Capitulo 4 - Estudio del crecimiento de G. klebahnii
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1. G. klebahnii crece en medios sintéticos con monosac&idos, glicerol, &cido

l&ctico y galacturénico como fuente de carbono y energia (FCE) y con urea y
amonio como fuente de nitrogeno (FN). No puede utilizar disacaridos ni pectinas
como FCE ni nitrato como FN.

La capacidad de utilizar urea como FN es sorpresiva ya que G. klebahnii esta
reportado como ureasa negativo.

G. klebahnii no presenta metabolismo de sobreflujo, sdlo § se limita € cultivo
en O, se observa produccion de etanol, € cua es consumido cuando se agota la
fuente de carbono.

La limitacién por O, produce profundos cambios en € metabolismo energético.
El més notorio es € incremento en un factor de 10 de consumo de substrato
para la obtencion de energia asi como la disminucion de los flujos a través de la
cadena de citocromos. Estos resultados son coherentes con un cambio de
metabolismo  completamente  respiratorio  a  uno  mMixto, respiratorio 'y
fermentativo.

La cinética de crecimiento en medio sintético con glucosa (limitante) como
fuente de carbono puede describirse correctamente mediante un modelado
smple con las ecuaciones de Monod y Pirt. Los pardmetros de crecimiento son:
Hmax = 0.401 h? | Ks=3.33. 10 cmoal . L', 0.686 cmol . cmol™ y 0.0268 cmol .
cmolt . h'. Bl vdor devado dd rendimiento indica una dta eficiencia en
gprovechamiento de la fuente de carbono.

S d cultivo = limita en vitaminas 0 en fodoro, la eficiencia dd crecimiento
disminuye. La causa seria una menor eficiencia en la obtencion de ATP a nive
de lafosforilacion oxidetiva

Capitulo 5 - Expresion de PGasa en cultivos batch

1.

La enzima no presenta isoenzimas cuantitetivamente importantes y la actividad
se debe a una Unica proteina.

G. klebahnii no produce ninguna otra proteina extracelular.

La enzima s expresa durante toda la fase de crecimiento obteniéndose €
méximo de actividad inmediatamente después de finalizada la fase exponencidl.
Modificaciones en la naturdeza de la FCE asi como en la FN, ain con la
utilizacion de fuentes de nitrégeno complgas, no generan grandes cambios en la
cantidad de enzima producida.

La modificacion de la composicion dd pool de microdementos es € efector mas
importante, generando un aumento de 1600 % en la cantidad de enzima
producida con respecto a MR.

Capitulo 6 - Expresion de PGasa en cultivo continuo

1.

2.

A una velocidad de crecimiento intermedia (0.2 k1) o superior, la concentracion
de enzima en € estado estacionario es mayor que la obtenida en batch para igud
medio de cultivo.

La velocidad especifica de produccion de enzima (gE) aumenta constantemente
con & aumento de D.
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3. G. klebahnii cambia de forma de levaduriforme a micdiar con d transcurso del
tiempo hasta edtabilizarse en una proporcion de poblaciones caracteristica para
cada limitacion

4. La concentracion de PGasa en estado estecionario oscila en funcion del tiempo
SN ninguna razon gparente.

5. La causa més probable de esta oscilacion es que se trate de un artefacto debido a
una modificacion trangitoria en la concentracion de metaes.
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