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Resumen

Resumen

La alfa-amilasa (a-Amy) es una de las enzimas mas empleadas en la industria y su
aplicacion se encuentra directamente relacionada con su capacidad de degradar almidén. Se

utiliza en la produccidn de alimentos, bebidas, vestimenta y biocombustibles, entre otros.

Una empresa dedicada a la producciéon de inoculantes biolégicos, radicada en la
ciudad de Pergamino, se contacté con nuestro Instituto para desarrollar en conjunto un
proceso industrial de produccion de esta enzima. En base a la vasta experiencia que posee el
grupo en producir enzimas fungicas empleando residuos o subproductos agroindustriales,
este trabajo de tesina se orientd a la produccion de a-Amy de Aspergillus oryzae por
fermentacion en cultivos sumergidos, empleando glicerol y afrechillo de trigo como fuente

carbono.

La mayor produccion de a-Amy se obtuvo aplicando la siguiente estrategia de

fermentacion en lote:

([Glicerol] = 0 g/L) a-Amy

70 h _ 72 h
— pH=6,0 > [ eUL
T=30°C

[Glicerol]i = 20 g/L U

+05¢g
Afrechillo de trigo

La enzima a-Amy se secreta al medio acompanada de proteinas contaminantes con
actividad proteolitica por ende, las actividades a futuro tendrdn como objetivo recuperar y

estabilizar a-Amy.
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1 Introduccion

1 Introduccion

1.1 Enzimas e Industria
La era de la enzimologia industrial comenzé en 1907 cuando Otto Rohm obtuvo una
patente para el uso de un extracto de enzimas pancreaticas para el procesamiento de cuero
[1]. En 1913, introdujo al mercado un detergente a base de enzimas denominado Burnus®,
comercializado en forma de pastilla y que poseia como principal componente extracto de
pancreas. Desde entonces, las enzimas han ganado terreno en distintas dreas de la industria:

mas de 500 productos son elaborados empleando enzimas y mds de 150 industrias utilizan

enzimas [2].

El mercado global de enzimas se calcula en 6.000 millones de ddlares y se espera que
crezca para el 2020 con una tasa anual del 6,8 % y alcance cifras superiores a 11.000
millones de ddlares. Este mercado esta gobernado por aquellas enzimas empleadas en la
industria alimenticia, particularmente la elaboracion de panificados y bebidas (con un 40 %
de participacion en el mercado). La tabla I.I resume la demanda global de enzimas para la

industria alimenticia, estimada desde el afio 2000 hasta el 2020 [2].

Tabla I.I: Demanda global (en millones de ddlares) de enzimas de aplicacion en la industria

alimenticia, desde el ano 2000 al 2020.

ﬁ 2000 2005 2010 2015

Demanda mundial 520 760 1220 1770 2520

Panificacion 140 250 420 625 900
Lacteos 180 260 360 465 610
Otros 200 250 404 680 1010

El 75 % de la demanda mundial de enzimas industriales es satisfecha por tres grandes
empresas (figura 1.1): Novozymes (Dinamarca), DuPont (EEUU) y DSM (Holanda); seguidas
por las compaiiias alemanas BASF y AB Enzymes, la danesa Christian Hansen y las japonesas

Amano y Shin-Nihon [2].
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Roche, Amano,
AB enzymes,
BASF, Chr.
Hansen, Shin-

Novozymes "I

Genencor

Figura 1.1: Empresas lideres en la produccion de enzimas.

En la Argentina existen pequefas empresas de capital nacional que utilizan
biotecnologia para la produccion de enzimas: GENEG, MILAR, Tudela y Biokeen, enfocadas
principalmente en la fabricacion de bioinsumos para la industria alimenticia [3]. Por otro
lado, los datos de importacion del dltimo afio, segln posicién arancelaria, indican que se
ingresaron 3,7 millones de kilos de enzimas con un valor CIF de 32 millones de délares,
segun informacién de Aduana, de producto puro, el cual en sus diferentes formulaciones
para distintos usos adquiere un volumen de entre dos a tres veces mds que el de la materia

prima. Algunos usos industriales de las enzimas se muestran en la tabla I.1l [4, 5]:

Tabla L.II: Aplicaciones industriales de las enzimas.

Industria Aplicaciones

« Panificacion
« Maceracion
Alimenticia « Clarificacién de zumos y bebidas
« Degradacién de polisacaridos para
favorecer la fermentacion

« Ablandamiento de cuero
Textil « Degradacion de fibras de celulosa
« Desgomado

« Degradacion de fibras de lignina

Papel
apelera « Blanqueo del papel

« Tinturas para el cabello

Cosmética .
« Cremas para la piel

« Sintesis de drogas

Farmacéutica .
« Componentes de formulaciones
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Ademas, las enzimas son muy utilizadas como catalizadores en la sintesis de distintos
compuestos [6, 7] sobre todo en la industria alimenticia y farmacéutica. Las ventajas que

ofrecen las enzimas por sobre los catalizadores quimicos son:

« la velocidad de reaccién es mayor, incluso a temperatura ambiente y presidon

atmosférica.

« la especificidad de la reaccidon es mayor evitando la formacion de subproductos que
disminuyen el rendimiento y la pureza del producto final e incluso pueden ser

toxicos.

« los procesos industriales que incluyen reacciones catalizadas por enzimas son mds

amigables con el medio ambiente.

Las enzimas pueden actuar en la acilacién de compuestos polihidroxilados como los
esteroides y los alcaloides, en la separacidon de enantidmeros y en la reduccidn, oxidacion y

oxigenacion de enlaces [8].

La figura 1.2 presenta algunas de las enzimas mds empleadas y sus aplicaciones

industriales.

Industria papelera

 xilanasa

Figura 1.2: Uso de enzimas en la industria.

Entre las enzimas industriales mas utilizadas se encuentran las amilasas, un grupo de

enzimas hidroliticas que catalizan la ruptura del enlace glicosidico de moléculas de almiddn,

3
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amilopectina, amilosa y glucégeno para dar azucares libres como glucosa, dextrina y maltosa
[9]. En la naturaleza, estas enzimas pueden encontrarse en la saliva y el pancreas de los
seres humanos y otros mamiferos, y en microorganismos como bacterias del género Bacillus

y Micrococcus y hongos del género Aspergillus y Candida [10, 11].

Existen dos tipos de amilasas, que se clasifican de acuerdo a los enlaces que
hidrolizan: internos (endoamilasas) o extremos del polisacarido (exoamilasas). Al mismo
tiempo, pueden clasificarse de acuerdo al andmero del azucar que se forme luego de la

hidrdlisis. Dentro del grupo de las amilasas se pueden destacar [12]:
« alfa-amilasa: hidroliza los enlaces glicosidicos a(1-4) internos.
« beta-amilasa: hidroliza los enlaces glicosidicos a(1->4) desde el extremo no reductor.

« glucoamilasa: hidroliza los enlaces glicosidicos a(1-6) y el ultimo enlace a(1->4) del

extremo no reductor de la amilosa y la amilopectina.

La a-Amy microbiana es la enzima industrial mas demandada y es empleada en la

produccién de alimentos y bebidas, vestimenta y biocombustibles, entre otros [12].

1.2 La enzima a-Amy

1.2.1 Caracteristicas

La enzima a-Amy de Aspergillus oryzae (EC 3.2.1.1), también llamada Taka-amilasa A,
es una hidrolasa perteneciente a la familia 13 de glicosilhidrolasas [13] que cataliza la
degradacion de moléculas de amilosa y amilopectina, rompiendo enlaces a(1->4) internos

de dichas moléculas, para dar una mezcla de dextrinas, oligosacdridos, maltosa, maltotriosa

[14].

La amilosa y la amilopectina son polisacaridos formados por mondémeros de glucosa y
gue en su conjunto conforman el almidén, la principal biomolécula de reserva de energia

luego de la celulosa. La figura 1.3 muestra la estructura de ambos polisacaridos [15].



1 Introduccion

AMILOPECTINA

enlace glicosidico a(1->4)

enlace glicosidico a(1->4)

Figura 1.3: Estructura quimica de las moléculas de amilosa y amilopectina en el almiddn.

La amilosa es un polimero lineal formado por mas de 6.000 unidades de glucosa
unidas por enlace glicosidico a(1->4); mientras que la amilopectina es un polimero
ramificado formado por alrededor de 2 millones de unidades de glucosa unidas por enlace
glicosidico a(1->4) y a(1->6) en las ramificaciones. La proporcién de estas moléculas en el

almiddén depende de la fuente de almidon [16].

Como se puede observar en la figura 1.4, la degradacién completa de la molécula de
almidén en azucares simples como glucosa y/o maltosa, ocurre por la accién conjunta de
enzimas con actividad amilolitica.

o g g
[e)
%0 % %

o
000000000000 ®oeo *oeo Opees
000° ooe® eee®

A el
glucoamnlasa 5'3""'353 a-amilasa

e
a- D-glucosndasa pululanasa
_

~. eee*”

I exol1 ~4)~a—D~glucanasar caclomaltodextrin " isoamilasa
D—glucotransferasa

Figura 1.4: Degradacion enzimdtica del almiddn. Los circulos blancos y negros representan a los

azucares reductores y no reductores, respectivamente [17].
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La a-Amy es una proteina monomérica formada por 478 aminodcidos, ampliamente
estudiada por cristalografia de rayos X [18, 19]. Su estructura tridimensional se muestra en la

figura 1.5.

Figura 1.5: Estructura tridimensional de a-Amy de A. oryzae. En rojo se muestran los residuos de Cys

involucrados en la formacidn de puentes disulfuro. [DOI: 10.2210/pdb6taa/pdb]

La molécula esta plegada en dos dominios principales: uno amino terminal (dividido
en dos subdominios A y B) y uno carboxilo terminal denominado dominio C. El dominio A
(que se extiende desde el residuo 1 al 121 y del 177 al 380) esta plegado en una estructura
supersecundaria de barril (B/a)s, donde ocho a-hélices rodean a ocho laminas B, en su
mayoria paralelas, que conforman el barril. EIl dominio B (que se extiende desde el residuo
122 al 176) se encuentra entre la tercera lamina B y la tercera a-hélice del dominio Ay
contiene tres laminas B antiparalelas y una region de menor regularidad estructural. El
dominio C (que se extiende desde el residuo 384 al 478) se pliega en ocho laminas B en
sandwich antiparalelo y se encuentra unido al dominio amino terminal a través de una

cadena polipeptidica compuesta principalmente por residuos hidrofébicos [18-20].

Hacia el extremo carboxilo terminal del barril (B/a)s del dominio A se localiza una
gran hendidura donde se halla el sitio activo de la enzima y los dos sitios de unién a Ca”",
esenciales para la integridad estructural del mismo y para la regulacién de la actividad

catalitica de a-Amy [21].

La estructura tridimensional de la proteina se halla estabilizada por cuatro puentes
disulfuro que ligan los residuos de cisteina 30-38, 150-164, 240-283 y 440-475. Ademas, la

cadena de oligosacarido de esta glicoproteina se encuentra covalentemente unida al residuo
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de asparagina 198 [18].

Las propiedades fisicoquimicas de a-Amy de A. oryzae se muestran en la tabla LIII.

Tabla LIII: Propiedades fisicoquimicas de a-Amy*.
PM (Da) 54.000
pl 4,2
pH estabilidad 4,0-10,0
pH éptimo 50-6,0

T estabilidad (°C) 20,0-60,0

T 6ptima (°C) 50,0

*Estos valores pueden variar dependiendo de la cepa.

1.2.2 Expresion del gen de a-Amy en Aspergillus oryzae

Las cepas de A. oryzae poseen dos o tres genes de alfa-amilasa. La cepa RIB 40, cuyo
genoma es el Unico secuenciado completamente, posee tres genes: amyA localizado en el
cromosoma 2, amyB localizado en el cromosoma 5 y amyC localizado en el cromosoma 3
[22]. La expresion de estos genes se activa en presencia de almidén y maltosa y se inhibe en

presencia de azlcares simples como la glucosa [23, 24].

Se ha reportado la existencia de un represor y un activador de la expresién de estos
genes (y de todos los genes del sistema amilolitico) denominados CreA y AmyR,
respectivamente. AmyR activa la expresiéon de estos genes en respuesta a la presencia de
isomaltosa, un producto de la hidrélisis de almiddn [25, 26]; mientras que creA es un factor
de regulacién negativa que media la represién por catabolito [27]. Ademas, en A. oryzae (y
también en A. nidulans) existe un factor de transcripcion denominado AoCP, formado por las
subunidades AoHapB, AoHapC y AoHapE, que aumenta la expresién del gen de a-Amy [28].
Estas proteinas pertenecen a la familia de proteinas de unién a CCAAT que se encargan de
aumentar la expresion de genes eucariotas de una gran variedad de especies de acuerdo a

cambios en factores ambientales [29].
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1.2.3 Aplicaciones industriales

La a-Amy es una de las enzimas mds empleadas en la industria y su aplicacién se

encuentra directamente relacionada con su capacidad de degradar moléculas de almidén.

En la industria alimenticia, particularmente durante la elaboracién de panificados, se
la utiliza para suplementar la harina con el objetivo de mejorar las propiedades
organolépticas del producto. Por un lado, al degradar el almiddn, disminuye la viscosidad de
la masa vy, al aparecer azucares fermentables, favorece el aumento del volumen y mejora la
estructura de la miga. Ademas, aumenta la vida util del panificado ya que el almidén estd
involucrado en el fendmeno de envejecimiento del producto [8]. También se la utiliza en la
elaboracién de jarabe de alta fructosa, en combinacion con otras enzimas como la glucosa

isomerasa y la glucoamilasa [30].

En la industria de biocombustibles, a-Amy se aplica durante la produccién de
bioetanol para degradar el almidén que se emplea como materia prima. Ademas, puede
aplicarse en la industria textil, papelera, durante la elaboracién de alimento animal para

mejorar la digestibilidad y como componente de detergentes [31].

1.2.4 Produccidon de a-Amy

Los procesos de produccion de amilasas se centran en la producciéon de a-Amy vy
estdn basados en la fermentacién de microorganismos que naturalmente producen la
enzima o microorganismos recombinantes [31]. Se han desarrollados procesos de
fermentacion tanto en estado sélido como sumergido, en lote alimentado o continuo [32,

33, 34].

Entre los microorganismos mas utilizados, se encuentran cepas mejoradas de los
productores naturales Bacillus amyloliquefaciens 'y Bacillus subtilis [35]. Estos
microorganismos producen a-Amy termoestables con gran potencialidad en la industria.
También se emplean cepas mejoradas de hongos productores de amilasas como Penicillium
roquefortii y Penicillium expansum; aunque se destaca el uso de hongos filamentos A. niger
y A. oryzae. La fermentacidn de hongos puede llevarse a cabo en medio liquido o sélido,
incluso empleando desechos agroindustriales como soporte y fuente de nutrientes. Por otro
lado, se emplean microorganismos recombinantes para la expresion de amilasas
provenientes de bacterias extremofilas, como Bacillus subtilis, Escherichia coli y Pichia

8
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pastoris [36].

1.3 El hongo Aspergillus oryzae

1.3.1 Descripcion

Aspergillus oryzae es un hongo filamentoso perteneciente a la familia de los
ascomicetos, aislado por primera vez en 1876 por H. Ahlburg a partir de koji, arroz
fermentado que sirve como materia prima para la elaboracién de una amplia variedad de
alimentos: miso, salsa de soja, sake [37]. Su clasificacién taxondmica se muestra en la tabla

LLIV.

Tabla L.IV: Clasificacion taxondmica de Aspergillus oryzae.

Dominio Eukaryota
Reino Fungi

Subreino Dikarya

Filo Ascomycota
Subfilo Pezizomycotina
Clase Eurotiomycetes
Orden Eurotiales
Familia Aspergillaceae

Género Aspergillus

Especie A. oryzae

Taxondmicamente, este hongo se encuentra intimamente relacionado con A. flavus,
A. parasiticus y A. sojae, con la particularidad que A. oryzae (y también A. sojae) no produce
micotoxinas y por ende, se lo considera un microorganismo GRAS (Generally Recognized as

Safe).

La morfologia macroscopica de A. oryzae varia dependiendo del medio en el que se
encuentre: generalmente evidencia una colonia de color anverso verde, amarillo-verduzco o
amarillento, con reverso incoloro, de aspecto algodonoso, superficie lisa y aproximadamente

60 mm de didmetro a la semana de incubacién (figura 1.6).
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Figura 1.6: Colonia de A. oryzae en medio PDA. Copyright© Laboratory of Microbiology - Graduate

School of Agricultural and Life Sciences - The University of Tokyo.

La morfologia microscdpica evidencia conidiéforos vesiculares globosos con masa de
esporas en forma de columna o radiada y pared dspera o con pequefias espiculas. La figura

1.7 muestra un conidiéforo de A. oryzae.

B métula

biseriada

célula pedea

Figura 1.7: Conididforo de A. oryzae. (A) Microscopia electronica de barrido [38]; (B) Esquema del

conidiéforo mostrando las distintas partes [39].

Las cabezas conidiales son biseriadas (en algunas cabezas, las fidlides nacen
directamente de la superficie de la vesicula y en otras nacen de métulas) y los conidios de A.
oryzae presentan una forma esférica a ligeramente ovalada, con un diametro de 5a 8 umy

poseen superficie lisa o finamente rugosa [40].
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1.3.2 Aspergillus como productor de enzimas. Estrategias de fermentacion

Los hongos filamentosos son muy empleados para la produccién de todo tipo de
enzimas de interés comercial y metabolitos secundarios como 4acido itacénico, lovastatina y
taumatina [41, 42]. Particularmente, se destaca el uso de hongos como A. niger y A. oryzae,

los cuales presentan las siguientes ventajas [43]:
« son considerados microorganismos GRAS.

« pueden crecer en un amplio rango de condiciones: temperatura de 10 a 50°C; pH de

2 a 11; osmolaridad hasta 34% de concentracion de sales.

« poseen maquinarias de secrecion de proteinas efectivas que permiten obtener

proteinas en altas concentraciones.
« pueden llevar a cabo modificaciones post-traduccionales.
« pueden crecer en medio sdélido con actividad de agua inferior a 0,4.

En contraposicion, los genomas de A. niger, A. oryzae han sido recientemente
secuenciados y los estudios de transcriptoma, metaboldmica y protedmica se encuentran en
su fase temprana. Ademas, no existen herramientas de biologia molecular tan desarrolladas
como para E. coli o P. pastoris. Esto se debe a que los hongos filamentosos presentan una
morfologia multicelular, una gruesa pared celular y, principalmente, no se han encontrado
elementos de ADN extracromosomales replicativos [44, 45]. A pesar de ello, la produccion
industrial de amilasas (y otras enzimas como la quimosina) se lleva a cabo empleando cepas

mejoradas o recombinantes de hongos del género Aspergillus.

En la actualidad, se emplean técnicas tradicionales de biologia molecular y plasmidos
sintéticos para mejorar la produccién de la enzima de interés. Algunas de ellas son
electroporacién, transformacion de protopolastos, transformacién mediada por
Agrobacterium tumefaciens, mutagénesis inducida o dirigida [46, 47]. Para obtener alta
eficiencia de transformacién, el plasmido debe integrarse al cromosoma: es comun
encontrar clones poseyendo de una a diez copias del plasmido y se han obtenido clones con
mas de 50 copias integradas [47-49]. Ademads, en los Ultimos anos, se han desarrollado
herramientas de ingenieria genética basadas en el sistema CRISPR-Cas9 que permitirian

modificar genéticamente hongos filamentosos de manera simple y versatil [50].
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Alternativamente, los hongos filamentosos se emplean también para producir
enzimas homologas de interés industrial [51-53]. El secretoma de A. oryzae esta compuesto
por una gran variedad de enzimas hidroliticas con potencial aplicacién industrial,
involucradas en la degradacion de almidoén, proteinas y componentes de la pared celular
[54]. La via de secrecién de estas enzimas (figura 1.8) se inicia cuando, durante su sintesis,
ingresan al reticulo endoplasmdtico donde sufren distintas modificaciones: glicosilacién,
fosforilacion, formacién de puentes disulfuro. Luego, las proteinas viajan por transporte
vesicular hacia el aparato de Golgi donde se realizan modificaciones adicionales. Finalmente,
las proteinas se empaquetan en vesiculas de secrecidén y se transportan a la membrana

plasmadtica para ser secretadas [55].

ESPACIO
EXTRACELULAR

APARATO

DE GOLGI —©
/ _4° VEsiculas
> ° o

© o
OU
H

SECRECION

PROTEOSOMA

Figura 1.8: Via de secrecion de enzimas en hongos filamentosos [49].

La produccién de enzimas homdlogas de hongos filamentosos esta directamente
relacionada con la velocidad de crecimiento del mismo; por lo tanto, todas las variables que
afecten el desarrollo del hongo afectaran también la produccién de la enzima de interés [56,
57]. La gran versatilidad de estos microorganismos permite aplicar diferentes estrategias de
fermentacion: en estado sdlido (FES) empleando diversos residuos agroindustriales [58] y
fermentacion en medio liquido (SmF, del inglés Submerged Fermentation) en lote, lote
alimentado o continuo [59, 60]. La tabla IV compara algunas de las principales

caracteristicas de la FES y la SmF [61].
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Tabla I.V: Comparacién entre FES y SmF.

Fermentacion en estado sélido
(FES)

Fermentacion en medio liquido

(SmF)

No hay agua libre y el contenido de
agua del sustrato es bajo.

El agua es el principal componente
del medio.

Existe un gradiente de concentracion
de los nutrientes.

No existe un gradiente. Los
nutrientes se encuentran distribuidos
de manera homogénea.

El sistema consiste en 3 fases: sdlido,
liquido y gas, siendo ésta ultima la
fase continua.

El sistema consiste en una Unica fase
continua, la liquida.

El indculo es grande, superior al 10 %.

El indculo es inferior al 10 %.

Al finalizar la fermentacion, la
concentracion del producto es alta.

Al finalizar la fermentacion, la
concentracion del producto es baja.

El mezclado es dificil y el crecimiento
del microorganismo se ve restringido
por la difusidn de los nutrientes.

El mezclado es facil y el crecimiento
no se encuentra restringido.

Los pardmetros del proceso de
fermentacion son dificiles de
controlar.

Los pardmetros del proceso de
fermentaciéon pueden ser medidos y
controlados en linea facilmente.

La difusion del calor metabdlico es
dificil.

El control de la temperatura es facil.

Materias primas de bajo costo.

Materias primas mas costosas.

En la actualidad, la mayoria de las enzimas de uso industrial se producen por

fermentacion sumergida.

1.3.2.1 Fermentacion sumergida de hongos filamentosos

En medio liquido, los hongos filamentosos pueden crecer como elementos hifales

denominados pellets (figura 1.9) [62].

dispersos o como agregados macroscopicos compuestos Unicamente por
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Figura 1.9: Caracteristicas morfoldgicas de A. niger. (A) pellet a pH 5,5 luego de 32 horas de

incubacion; (B) elementos hifales dispersos a pH 3,0 luego de 24 horas de incubacion.

En muchos casos, el crecimiento disperso del hongo es preferible ya que los procesos
difusivos por los cuales se intercambian nutrientes y metabolitos con el medio no se
encuentran restringidos. Sin embargo, esta condicién aumenta la viscosidad del medio y en
consecuencia, dificulta la homogenizacion del sistema y la transferencia de masa. Ademas,
puede conllevar a problemas técnicos asociados a la obstruccion de canerias en
biorreactores. El desarrollo en forma de pellets remedia estos inconvenientes pero dificulta
la transferencia de masa hacia el interior del pellet (de oxigeno y sustrato) y hacia el exterior

del mismo (de metabolitos secundarios y primarios, incluida la enzima de interés).

Entre los factores que determinan la morfologia del hongo en medio liquido, se
pueden enumerar el tamafo y tipo de indculo (esporas o vegetativo), la velocidad de
agitacion, la concentracion y naturaleza de las fuentes de nitrégeno y carbono, el pH, la
temperatura y concentracion de oxigeno disuelto [63, 64], aunque estos efectos son muy
dependientes de la especie estudiada. La tabla I.VI muestra la influencia de estas variables

sobre la formacién de pellets.
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Tabla L.VI: Variables que afectan el tamafio y estructura de los pellets.

Variables Efecto
inéculo J concentracion de esporas, > tamanio
fuente de carbono N concentracion, I tamafio

fuente de nitrégeno no concluyente

pO; ™ pO,, M tamafio

3,0 < pH £ 3,5 - elementos hifales dispersos
pH 4,0 < pH <£5,0 - elementos dispersos + pellets
pH > 6,0 - pellets

temperatura no concluyente

velocidad de agitacion | 1 velocidad, (| tamafio

La condicién mas favorable es aquella en la que los pellets presenten el menor

tamarnio.

1.3.3 Residuos agroindustriales

En la regidon existen muchas empresas que generan residuos o subproductos de
origen bioldgico asociados a sus actividades agroindustriales. Particularmente, se destacan
empresas productoras de aceite, biodiesel y harina de trigo, las cuales acumulan grandes
cantidades de cascarilla de soja, glicerol y afrechillo de trigo, respectivamente. En
consecuencia, resulta importante disponer correctamente de estos desechos o aun mejor,
reutilizarlos para evitar el costo adicional de su disposicion y una disminuciéon en la
rentabilidad del proceso. Actualmente, la cascarilla de soja y el afrechillo de trigo se emplean
en la produccién de alimento para ganado y el glicerol se refina y se vende para su aplicaciéon

en diferentes procesos.

En esta tesina se propone emplear el glicerol y el afrechillo de trigo para el desarrollo
del hongo Aspergillus oryzae y la produccion de a-Amy. Este trabajo se encuentra
enmarcado en una linea de investigacién enfocada al desarrollo de una plataforma de

produccién de enzimas fungicas empleando desechos agroindustriales. El objetivo se planted
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de acuerdo a la posibilidad de firmar un convenio de [+D con la empresa Fitoquimica S.A.
(dedicada a la produccidn de inoculantes biolégicos) la cual desea producir y comercializar a-

Amy.

1.3.3.1 El glicerol

El glicerol es un alcohol de tres carbonos que se sintetiza durante la produccién de
biodiesel en la etapa de transesterificacion (figura 1.10). Cada 10 kg de biodiesel, se produce

1 kg de glicerol.

CH>O—COR CH>OH
I —O—COR 4 3CH:OH <+—2% T —OH + 3RCOOCH;
=O0—CO CH7OH )
A st Metil éster
Triglicérido Metanol Glicerol (biodiesel)

Figura 1.10: Reaccion de transesterificacion para la sintesis de biodiesel [65].

En la provincia de Santa Fe se produce el 79 % del biodiesel del pais (mas de 3
millones de toneladas anuales) y se destacan empresas como LDC Argentina S.A. con una
capacidad de produccién de 610 mil toneladas anuales y Renova S.A., Patagonia Bioenergia

S.A.y T6 Industrial S.A. con capacidad de 480 mil toneladas cada una [66].

Actualmente, este subproducto se emplea en la industria farmacéutica y cosmética
como solvente, lubricante y humectante; en la alimenticia como solvente y conservante y en

la produccidén de bioplasticos como plastificante [67].

En este trabajo, el glicerol se empleé como fuente de carbono de bajo costo.

1.3.3.2 El afrechillo de trigo (ADT)

Durante la produccion de harina de trigo, se emplea el 75 % del total del trigo molido,
siendo el principal subproducto (en volumen) el ADT (figura 1.11), el cual se utiliza en la
produccién de alimento animal y como suplemento alimenticio para las vacas de ordefie

[68].
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Figura 1.11: Afrechillo de trigo.

El afrechillo de trigo estd compuesto, basicamente, por el pericarpio del grano luego
de la extraccién del almidén (harina). La cantidad de almidén remanente en este desecho
depende de las tecnologias utilizadas en el proceso de obtenciéon de las harinas. La

composicion de este subproducto se detalla en la tabla L.VII.

Tabla L.VII: Composicién porcentual del afrechillo de trigo [68]

Materia Seca 87,0
Proteina Bruta 14,0- 16,0
(Fibra detell:‘gD:.\lme neutro) 41,0
Grasa 46
Cenizas 5,2
Almidon 16,0 - 22,0
Calcio 03
Fosforo 1,0

Segln datos presentados por la Federacién Argentina de la Industria Molinera,
durante el afio 2017, en la provincia de Santa Fe se molieron 511.713 toneladas de trigo. Los
datos a nivel nacional indican una produccién de 1.455.902 toneladas de desecho en 2016

[69]. La figura 1.12 muestra las provincias que mayor cantidad de trigo muelen en la

Argentina.
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Entre Rios Otras
5%
3% O\ —
SantaFe \

18% N

Cordoba
16%

Buenos Aires
58%

Figura 1.12: Porcentaje de trigo molido por provincia en el afo 2016.

En esta tesina, el afrechillo de trigo se empled como “sustrato de liberacion lenta”,
con la intencién de evitar la represion por catabolito debida a las altas concentraciones de

azucares simples.
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2. Objetivos

2 Objetivos

2.1 Objetivo General
El objetivo de esta tesina fue producir la enzima a-Amy por fermentacién del hongo

Aspergillus oryzae empleando glicerol como Unica fuente de carbono.

2.2 Objetivos Especificos
« Estudiar el desarrollo del hongo Aspergillus oryzae cepa NRRL 695 en medio liquido

minimo usando glicerol refinado como unica fuente de carbono.

« Analizar el efecto de las variables experimentales sobre el crecimiento del hongo: pH,

tiempo, temperatura, fuente de nitrégeno.

« Determinar las condiciones éptimas para la producciéon de a-Amy: pH, temperatura,

tiempo, concentracion de glicerol.

« Evaluar la produccion de a-Amy empleando subproductos agroindustriales: glicerol

crudo y afrechillo de trigo, como fuentes de carbono.
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3 Materiales y Métodos

3.1 Materiales

3.1.1 Microorganismo y medio de cultivo

Aspergillus oryzae: cepa NRRL 695 gentilmente cedida por el National Center for

Agricultural Utilization Resarch (ARS), USDA, USA.

Medio de cultivo para propagacién: medio de cultivo sélido papa agar glucosado
(adquirido en Laboratorios Britania S.A.) preparado por pesada directa de la droga
solida (39 gramos por litro de agua destilada) y esterilizado a 121 °C durante 20
minutos en autoclave. Luego, se lo dejé enfriar hasta solidificacién completa del

medio antes de usar.

Medio de cultivo para fermentaciéon: medio de cultivo liquido minimo,
desarrollado a partir de la bibliografia [56, 60, 70, 71], preparado por pesada
directa de las sales y posterior disolucion en agua destilada para obtener las

concentraciones mostradas en la tabla lll.I.

Tabla lll.I: Composicion del medio cultivo.

Sal Concentracion (g/L) ‘

KH,POq4 T
(NH4)2S04 5,0
MgSQO,-7 H,0 2,0
NaCl 1,0
CaCl,-2 H,0 1,0

El pH final del medio se ajusté con NaOH 4 N o HCl de acuerdo a lo requerido.
Todas las drogas son de calidad analitica, adquiridas a Reagents S.A. (linea

Cicarelli). Luego, se esterilizd a 121 °C durante 20 minutos en autoclave.

Elementos trazas: El medio de cultivo se suplementd con una solucién de

20



3 Materiales y Métodos

elementos traza 1000 X, preparada por pesada directa de las sales y posterior
disolucion con agua destilada en dos pasos: primero, se prepard la solucién 1
conteniendo EDTA y FeSO47 H,0 vy se llevé a pH 5,5 con KOH sdlido. Luego, se
prepard la solucién 2 conteniendo varias sales de metales y se mezclé con la
solucion 1. Las concentraciones de cada sal en la mezcla final se muestran en la

tabla Ill.1I.

Tabla llL.1l: Composicidn de la solucidn de elementos traza.
Sal Concentracion (g/L) ‘

EDTA | 50,0

FeS04-7 H,0 10,0

ZnS04-7 H,0 15,0

CuS0O4'5 H,0 2,0

H3BO3 10,0

MnCl,-4 H,0 5,0

CoCl,-6 H,0 1,5
(NHz)sM070,4:4 H,0 1,0

El pH se ajustd a 6,0 por agregado de KOH sdlido y la solucién de elementos
traza se esterilizé usando un filtro Sartorius MiniSart® NML con un tamafio de

poro igual a 0,2 um. Todas las drogas son de calidad analitica.

3.1.2 Reactivos y Soluciones

Alfa-amilasa (a-Amy) de Aspergillus oryzae: marca Sigma-Aldrich y empleada sin
previa purificacion. Droga sélida en forma de polvo liofilizado con actividad
enzimatica de 48 U/mg del sélido y 243 U/mg de proteina. La solucién madre de a-
Amy, de concentracidon 10 g/L, se preparé por pesada directa de la droga sdlida y
posterior disolucién en buffer KH,PO; 50 mM pH 6,0. Las mismas fueron

fraccionadas y congeladas a -20 °C hasta su empleo.

Glicerol refinado: reactivo liquido adquirido a Reagents S.A. (linea Cicarelli) con
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valoracion de 98,0 % p/v y una densidad igual a 1,26 g/cm3. Las soluciones se
prepararon por pesada directa del reactivo y dilucion con agua destilada a la
concentracion final de trabajo. Luego, se esterilizd a 121 °C durante 20 minutos en

autoclave.

Glicerol crudo (sin refinar): gentilmente cedido por Unitec Bio S.A. Las soluciones

se prepararon del mismo modo que para el glicerol refinado.

Fuentes de carbono varias: drogas sélidas de diversos azucares (almidén, maltosa,
glucosa y dextrina) de calidad analitica. Las soluciones madre de concentracion 40
% p/v se prepararon por pesada directa de la droga y posterior disolucién en agua
destilada. Se esterilizaron usando un filtro Sartorius MiniSart® NML con un
tamarfio de poro igual a 0,2 um. El almiddn se usé en su forma sélida; agregdndose

directamente al medio minimo antes de la esterilizacidon en autoclave.

Afrechillo de trigo: cedido gentilmente por Molinos OS S.A., con valoracién de
entre 16,0 y 22,0 % p/p de almidén. El material fue mortereado y tamizado
empleando un tamiz de ensayo MACOTEST (malla ASTM numero 20 con una
abertura de 840 micrones). Las particulas fueron esterilizadas junto al medio de
cultivo o en forma separada segun el experimento ensayado, en autoclave a 121

°C durante 20 minutos.

Buffer fosfato monobdsico de potasio: solucién de KH,PO, 50 mM pH 6,0
preparada por pesada directa de la droga sélida (marca Cicarelli) y disolucién en
agua destilada. Posteriormente, se ajusté el pH con una solucién de NaOH 4 Ny se

llevé a volumen final con agua destilada.

2-cloro-p-nitrofenil-a-D-maltotriésido (CNP-G3): sustrato cromogénico para la
medicién de actividad catalitica de a-Amy provisto en el kit Amilasa 405AA de

Laboratorios Wiener para determinacién de amilasa en suero, plasma u orina.

Kit para la determinacidon de la concentracion de glicerol: kit colorimétrico TG
Color GPO/PAP AA de Laboratorios Wiener para la determinacién de triglicéridos

en suero o plasma, provisto de un estandar de glicerol 0,2 g/L, Reactivo A
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conteniendo una mezcla de enzimas y 4-aminofenazona (4-AF) y Reactivo B
conteniendo clorofenol 0,4 mmol/L pH 7,5. El reactivo de trabajo se obtuvo

mezclando los Reactivos Ay B.

Soluciones para electroforesis SDS-PAGE: todas las soluciones se prepararon de
acuerdo a las indicaciones del Manual de Instrucciones provisto por Bio Rad para

los equipos Mini-PROTEAN® Tetra Cell.

3.1.3 Equipamiento

Espectrofotometro Jasco V-530: equipo de doble haz con ldamparas de deuterio y
de tungsteno que permiten trabajar en un rango de longitudes de onda de 190-
1100 nm. El monocromador posee un ancho de banda de 2 nm y una exactitud de
+0,3 nm. La velocidad de barrido abarca un rango de 40-8000 nm.min™. El rango

fotométrico varia desde -2,000 a 3,000 Abs (0 a 200 %T).

Espectrofotdometro BOECO S-20: equipo de simple haz con una ldmpara de
tungsteno que permite trabajar en un rango de longitudes de onda de 320-1100
nm. El monocromador posee un ancho de banda de 8 nm y una exactitud de +2

nm. El rango fotométrico varia desde -0,300 a 1,999 Abs (0 a 199,9 %T).

Espectrofotdmetro Thermo Scientific Multiskan GO: equipo de simple haz con
[dmpara de xendn que permite trabajar en un rango de longitudes de onda de
200-1000 nm. El monocromador posee un ancho de banda menor a 2,5 nm y una
exactitud de +2 nm. El rango fotométrico varia de 0 a 2,500 Abs, con un desvio
estandar menor a 0,003 Abs. Este equipo también cuenta con un incubador que
permite trabajar en un rango de temperaturas de 4-45 °C sobre la temperatura
ambiente y un agitador lineal con una amplitud de 1, 3 y 15 mm. Permite trabajar

tanto con cubetas como con microplacas de 96 pocillos.

Agitador orbital BOECO 0S-20: equipo suplementado con la plataforma UP-12, con

una amplitud de agitacion de 20 mm y un rango de velocidades de 50-250 rpm.

Estufa de cultivo San Jor SL70C: equipo con un rango de temperatura de 20-70 °C
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provisto con termorregulador electrénico que permite trabajar con una exactitud

de 0,1 °C.

Balanza analitica OHAUS PioneerTM: equipo con una capacidad de 201 g,

repetibilidad (desviacion tipica) de 0,1 mg y sensibilidad de 0,0001 g.

Otros: campana de flujo laminar pbi brand MiniFlo 2; ultracentrifuga refrigerada
Sigma 3-18K; centrifuga Presvac EPF-12; estufa de secado BIOELEC RG 41.1;
equipo de electroforesis Bio Rad Mini-PROTEAN® Tetra Cell; balanza granataria
OHAUS CS 200; pHmetro HANNA HI 2211; micropipetas BOECO de volumen

variable.
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3.2 Métodos

3.2.1 Desarrollo del hongo Aspergillus oryzae en medio sélido

La cepa A. oryzae NRRL 695 se propagdé en medio sélido papa agar glucosado durante
7 dias a 30 °C. Luego, se agregaron 15 mL de glicerol 20 % p/v y los conidios se
resuspendieron con agitacion constante durante 10 minutos. Finalmente, la suspensién de
conidios se alicuotd en crioviales y se almacend a -20 °C hasta su uso. La concentracién de
conidios se determind mediante recuento de viables en placa de Petri con medio papa agar
glucosado, suplementado con 0,04 % p/v de CaCOs; y 0,04 % p/v de MgS047 H,0. Se
realizaron diluciones seriadas 1/10, se sembraron 100 pL de cada una y se incubaron
durante 5 dias a 30 °C. Finalmente, se escogieron aquellas placas en las que eran posibles
contar hasta 30 colonias fungicas, un numero estadisticamente representativo. Las

diluciones fueron sembradas por duplicado.

Para determinar la cantidad de conidios se aplicé la siguiente formula:

N =n=#*10**10 ecuacion 3.1

Donde N representa el nimero de colonias fungicas/mL, n es el nUmero de colonias
desarrolladas en la placa elegida para el recuento, x es la inversa de la dilucién

correspondiente a la placa donde se realizo el recuento y 10 es el factor de dilucién.

3.2.2 Fermentacion en batch en medio liquido minimo a pH 6,0 con diferentes

fuentes de carbono

La cepa A. oryzae NRRL 695 se fermentd durante 90 horas en medio liquido minimo
pH 6,0 en presencia de diferentes fuentes de carbono, con el objetivo de determinar cual era
la mas conveniente para llevar a cabo los experimentos de fermentacion posteriores. Las
fuentes de carbono seleccionadas fueron almiddn, dextrina, glicerol, maltosa y glucosa, y se

ensayaron a una concentracion de 20 g/L.

Las fermentaciones se llevaron a cabo en Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 50 mL
del medio inoculado con 9x10° conidios. Los sistemas se incubaron a 30 °C con agitacién

orbital de 150 rpm. El pH se corrigié a 6,0 con NaOH 4 N cuando fue necesario.
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Transcurrido el tiempo de incubacion, se procedié a filtrar el cultivo con papel de
filtro marca BOECO (grado 3W) y se determind la actividad catalitica de a-Amy en el filtrado
y la cantidad de proteinas totales mediante el Método de BCA (detallados en los item 3.2.10
y 3.2.12, respectivamente). Finalmente, se evalud la pureza de la enzima en el filtrado por

electroforesis SDS-PAGE.

3.2.3 Fermentacion a pH 6,0 con distintas concentraciones de glicerol

La cepa A. oryzae NRRL 695 se fermenté en medio liquido minimo en presencia de
diferentes concentraciones de glicerol: 2, 5y 10 g/L. La fermentacion se llevé a cabo bajo las

mismas condiciones que se describieron en el item 3.2.2.

Se tomaron alicuotas a distintos tiempos (49, 96 y 168 horas) para determinar la

actividad catalitica de a-Amy. El pH se corrigié a 6,0 con NaOH 4 N cuando fue necesario.

3.2.4 Fermentacion a pH 3,0 y pH 6,0 con distintas concentraciones de glicerol

La cepa A. oryzae NRRL 695 se fermenté en medio liquido minimo en presencia de
diferentes concentraciones de glicerol: 1, 2, 5, 10 y 20 g/L. Ademas, se trabajé a dos pHs

distintos (3,0 y 6,0).

La fermentacién se llevd a cabo bajo las mismas condiciones que se describieron en
el item 3.2.2, donde ademas se determind la cantidad de biomasa formada por medidas de
peso seco: el papel de filtro conteniendo la biomasa se incubd durante 96 horas en una
estufa de secado a 70 °C hasta pesada constante. La cantidad de biomasa formada se

expresd como gramos de peso seco por litro de cultivo.

Una vez transcurridas las 96 horas de incubacidn, se procedié a filtrarlo y a
determinar la actividad catalitica de a-Amy y la cantidad de biomasa formada. La pureza de

la enzima en el filtrado se evalué por electroforesis SDS-PAGE.

Todas las experiencias se llevaron a cabo por duplicado.

3.2.5 Curva de crecimiento de A. oryzae a pH 6,0 con 20 g/L de glicerol

La cepa A. oryzae NRRL 695 se fermentd durante 97 horas en medio liquido minimo a

pH 6,0 y con 20 g/L de glicerol como unica fuente de carbono.
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Las fermentaciones se llevaron a cabo en botellas de vidrio de 125 mL conteniendo
10 mL del medio inoculado con 1,5x10° de conidios. Se prepararon 6 sistemas idénticos
entre si, que se inocularon al mismo tiempo y se incubaron a 30 °C con agitacion orbital de

150 rpm. El pH se corrigié con NaOH 4 N cuando fue necesario.

Cada dia hasta el final de la experiencia, se filtré6 un sistema y se determind la
cantidad de biomasa formada por medidas de peso seco, y en el filtrado, la concentracién de
glicerol y la actividad catalitica de a-Amy. Cada sistema procesado se consideré como un
punto en la curva de crecimiento del hongo. La pureza de la enzima en el filtrado se evalud

por electroforesis SDS-PAGE.

Todas las experiencias se llevaron a cabo por triplicado.

3.2.6 Curva de crecimiento de A. oryzae a pH 3,0 con distintas concentraciones de

glicerol

Se llevaron a cabo fermentaciones en medio liquido minimo a pH 3,0 en presencia de

diferentes concentraciones de glicerol: 1, 2,5, 10y 20 g/L.

Los sistemas se prepararon en una microplaca de 96 pocillos, trabajando con un
volumen final de 200 puL inoculado con 3,6x10* conidios. Se incubaron a 30 °C con agitacion
lineal de amplitud 3 mm durante 96 hs. Cada 17 minutos, se midié la densidad 6ptica (DO) a

600 nm vy se graficd vs el tiempo para obtener la curva de crecimiento en cada condicion.

Ademas, se determind la velocidad de crecimiento como la pendiente de la recta

obtenida al ajustar linealmente los puntos de la regidon central de la curva.

Todas las experiencias se llevaron a cabo por quintuplicado.

3.2.7 Fermentacién con cambio de pH y temperatura

Se ensayaron 3 sistemas por duplicado, cuya estrategia se diagrama en la figura 3.1.
En los tres casos, la fermentacion de la cepa A. oryzae NRRL 695 se llevé a cabo en medio
liguido minimo con una concentracién de glicerol igual a 20 g/L y a una temperatura inicial

de 30 °C.

Se utilizaron Erlenmeyers de 250 mL con 50 mL del medio inoculado con 9x10° de

conidios y se incubaron con agitaciéon orbital de 150 rpm.
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Figura 3.1: Esquema de trabajo aplicado para estudiar el cambio de pH y temperatura durante la

fermentacion.

El sistema “A” comenzé con un valor de pH igual a 3,0 y a las 70 horas se lo subié a
6,0 manteniendo la temperatura de incubacion (30 °C) constante. El sistema “B” siguio el
mismo protocolo inicial que el “A”, pero a las 70 horas se le subid la temperatura de
incubacién a 45 °Cy el pH a 6,0. Por ultimo, el sistema “C” comenzé a pH 6,0, manteniéndolo
constante durante todo el experimento y a las 70 horas se varidé la temperatura de

incubacion a 45 °C.

Al transcurrir las 96 horas de trabajo, se procedié a filtrar los sistemas y a determinar
la actividad catalitica de a-Amy vy la cantidad de biomasa formada por medidas de peso seco,

como se describio en el item 3.2.4.

Posteriormente los filtrados de los sistemas “A” y “C” se ultrafiltraron con tubos
concentradores marca Sartorius vivaspin®20 y se lo sembré en un gel SDS-PAGE. Las bandas
de interés fueron analizadas mediante espectrometria de masa, como se detalla en el item

3.2.14.
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3.2.8 Efecto de la concentracidon de (NH4),SO, y otras fuentes de nitrégeno sobre la

produccién de a-Amy

Se llevd a cabo la fermentacién en medio liquido minimo a pH 3,0 aplicando el mismo
protocolo que se detallé en el item 3.2.7 para el “sistema A”: a las 70 horas de incubacion se
subid el pH a 6,0, manteniendo la temperatura a 30 °C. Se utilizaron peptona y extracto de
levadura como fuentes de nitrégeno y se evaluaron distintas concentraciones de (NH;),SO4

seguln muestra la tabla IILIII.

Tabla lILIII: Fuentes de nitrégeno ensayadas en medio liquido minimo

Extracto de

(NH4),SO; Peptona

Sistema (g/L) (g/L) Ie\(l;;il-t;ra
A 1,0 - ]
B 5,0 - ]
o - 5,0 -
D - - 5,0

Al transcurrir las 96 horas de trabajo, se procedié a filtrar los sistemas y a determinar

la cantidad de biomasa formada por medidas de peso seco y la actividad catalitica de a-Amy.

Todas las experiencias se llevaron a cabo por duplicado.

3.2.9 Fermentacidn con glicerol crudo

Se llevd a cabo la fermentacién en medio liquido minimo a pH 3,0 aplicando el mismo
protocolo que se detalld en el item 3.2.7 para el sistema “A”. En este experimento se utilizé

glicerol crudo y glicerol refinado a una concentracion de 10 g/L cada uno.

Al transcurrir las 96 horas de trabajo, se procedi6 a filtrar los sistemas y a determinar

la cantidad de biomasa formada por medidas de peso seco y la actividad catalitica de a-Amy.

Se calculd el rendimiento (Yp/x) como el cociente entre la actividad enzimatica (U/L) y

la cantidad de biomasa formada (g/L).

Las experiencias se realizaron por duplicado.

29



3.2.10 Fermentacidn con glicerol y afrechillo de trigo

3 Materiales y Métodos

Se ensayaron 6 sistemas por duplicado, como se muestra en la tabla IIl.IV. En todos

ellos, la fermentacion de la cepa A. oryzae NRRL 695 se llevd a cabo en Erlenmeyer de 250

mL conteniendo 50 mL de medio liquido minimo inoculado con 9x10° conidios. La agitacion

orbital fue de 150 rpm y se trabajé a temperatura constante de 30 °C.

Sistema

Glicerol

Equivalente

de Almidon

Tabla IIL.IV: Sistemas ensayados con glicerol y afrechillo de trigo.

(g/L) Inicial  Adicionado (g/L) Inicial Final

G 20 - - - 3,0 6,0
2A 20 - 0,5 1,6-2,2 3,0 6,0
5A 20 - 1,25 4,0-5,5 3,0 6,0
10A 20 - 2,5 8,0-11,0 3,0 6,0
Ai3 - 2,5 - 8,0-11,0 3,0 6,0
Ai6 - 2,5 - 8,0-11,0 6,0 6,0

Los primeros 4 sistemas siguieron la estrategia descripta en el item 3.2.7 para el

sistema “A”. A los sistemas “2A”, “5A” y “10A” junto al cambio de pH, se le adiciond una

cantidad suficiente de afrechillo de trigo (ADT) para lograr la concentracién equivalente de

almidon descripta en la tabla. Al sistema “G” no se le adicioné ADT vy fue utilizado como

referencia para evaluar qué sistema produjo la mayor cantidad de a-Amy. En la figura 3.2 se

esquematiza el experimento descripto.
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Figura 3.2: Esquema de trabajo aplicado para estudiar el efecto del ADT en la produccion de a-Amy.

Los sistemas “Ai3” y “Ai6” comenzaron con una masa ADT cuya concentracion
equivalente de almiddn fue de 8,0 — 11,0 g/L. El sistema “Ai3” comenzé a pH 3,0y a las 70
horas se lo subid a 6,0, mientras que el sistema “Ai6” comenzd a pH 6,0 y se lo mantuvo

constante durante toda la experiencia.

A determinados tiempos de incubacion (70, 94, 117 y 142 horas) se tomd una
muestra para cada uno de los sistemas, se la centrifugd y al sobrenadante se le realizaron las

medidas de actividad enzimatica.

La produccién de a-Amy y el cambio en la expresidon de proteinas fueron evaluadas
por electroforesis SDS-PAGE. En una calle se sembré una muestra de ADT (blanco) para
evaluar la presencia de proteinas en este sustrato que pudiesen interferir con la
interpretacion de los resultados. Esta muestra se prepard agregando ADT al medio liquido

minimo a pH 3,0. Luego se la esterilizd, filtrd, centrifugd y se sembré el sobrenadante.

3.2.10 Método de medicion de actividad catalitica de a-Amy

La actividad catalitica de a-Amy se midié a través de un método cinético empleando

el sustrato cromogénico CNP-G3.
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Este método se basa en la capacidad que presenta la enzima de hidrolizar
especificamente el sustrato de acuerdo a la siguiente reaccion, donde CNP es 2-cloro-p-

nitrofenol; CNP-G2 es 2-cloro-p-nitrofenil-a-D-maltdsido y G3 es maltotriosa:

CNP_G3+ H,0 - CNP + CNP_G2 + G3 + glucosa

El seguimiento de la reaccion se realizdé espectrofotométricamente midiendo la
absorbancia a 405 nm (longitud de onda de maxima absorcién del CNP) a través del tiempo.
Se prepard una dilucién del CNP-G3 en buffer KH,PO, 50 mM pH 6,0, se realizé el blanco del
equipo y luego se agregd la muestra de la enzima, procurando trabajar con el sustrato en
exceso y un volumen final de 1,225 mL. La absorbancia a 405 nm se midié cada un segundo,
durante 180 segundos. Luego, se graficd en funcidn del tiempo y se obtuvo una recta cuya

pendiente es una medida directa de la actividad de la enzima.

La actividad catalitica de a-Amy se expresé en unidades de actividad por litro (U/L).
Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima necesaria para producir un
micromol de CNP. El célculo de la actividad enzimatica en U/L a partir de la pendiente
(AAbs/min) se realizé aplicando la ecuacion 3.2, donde 77,52 es un factor de correccidén que
incluye el coeficiente de extincidn molar del CNP y el paso éptico; y volcysera Y VOlaicuota SON

el volumen final en la cubeta y el volumen de filtrado agregado a la misma, respectivamente.

volcygeTa

U/L = pendiente x 77,52 x ecuacion 3.2

volyiicuora

3.2.11 Método de medicion de la concentracién de glicerol

La concentracién de glicerol en el filtrado se determind a través de un método
colorimétrico que emplea un kit de Laboratorios Wiener para la determinacion de
triglicéridos en suero o plasma. Este kit consta de una mezcla de enzimas necesarias para la
serie de reacciones que dan como producto final una quinonimina roja que tiene una

longitud de onda de maxima absorcidén igual a 505 nm. La serie de reacciones es la siguiente:
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glicerol kinasa

glicerol + ATP ——— > glicerol — 1P + ADP

GPO
glicerol — 1P + 0, — H,0, + dihidroxiacetonafosfato

POD
2H,0, + 4 — AF + clorofenol — quinonimina roja

Un volumen de 10 uL del filtrado se agregd a 1 mL del reactivo de trabajo (A+B) y se
incubd 5 minutos a 37 °C. El mismo procedimiento se llevd a cabo usando 10 pL de un
estandar de glicerol 0,2 g/L. Luego, se midid la absorbancia a 505 nm y se calculd la

concentracion de glicerol en el filtrado segun la ecuacion 3.3:

0,2 g/L

[glicerol]piirrapo = AbBSEiLTRADOX ecuaciéon 3.3

Absgsranpar

3.2.12 Método para medir proteinas totales

La concentracién de proteinas totales fue determinada aplicando el método de acido
bicinconinico (BCA) [72]. Se fundamenta en la formacién de un complejo entre las proteinas
y Cu*? en medio alcalino, seguido de reduccién del Cu*? a Cu*’. Este dltimo reacciona con el
BCA desarrollandose un intenso color purpura con un maximo de absorcién a 562 nm. Dado
que la produccién de Cu*’ es funcién de la concentracién de proteinas y del tiempo de
incubacién, el contenido proteico de las muestras incégnitas se determind
espectrofotométricamente contra un estandar de concentracién conocida. Se empled el kit

comercial de BCA (Sigma-Aldrich), el cual contiene los siguientes reactivos:

Reactivo A: bicinconinato de sodio (0,1 g), Na,COs- H,0 (2 g), tartrato de sodio
dihidratado (0,16 g), NaOH (0,4 g) y NaHCO3 (0,95 g) en 100 mL de H,0, pH 11,25 ajustado
con NaOH 10 M.

Reactivo B: CuSO4-5 H,0 (0,4 g) en 10 mL de H,0.

Solucién de proteina estandar: BSA 1 mg/mL en NaCl 0,15 M y 0,05 % de azida de

sodio como preservante microbiano.

El procedimiento fue el siguiente: se prepard la solucidon de trabajo (RT) mezclando
49 partes del Reactivo A y 1 parte del Reactivo B. Se agregd 200 pL de RT a 25 ulL de la

mezcla proteica (incégnita o estandar de BSA) y se incubd 30 min a 37 °C. Posteriormente, se
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midioé la Abs a 562 nm. La concentracidn de proteinas totales se determind por extrapolacién
empleando una curva de calibracién (Abs 562 nm vs concentracion de BSA) con las muestras

estandares de BSA.

3.2.13 Electroforesis SDS-PAGE

La pureza de la muestra y la expresién de proteinas se evaluaron por electroforesis
SDS-PAGE, utilizando el equipo Mini-PROTEAN® Tetra Cell de Bio-Rad para geles
discontinuos (gel de concentracién al 10 %; gel de resolucidn al 13 %). Los geles y todas las
soluciones de trabajo se prepararon de acuerdo al Manual de Instrucciones provisto con el

equipo.

La visualizacién de las bandas proteicas se llevd a cabo aplicando el protocolo de
tincién con Coomassie coloidal de acuerdo a las indicaciones del CEQUIBIEM, donde se llevd
a cabo el analisis por espectrometria de masa. Se empled el kit comercial GE Healthcare
Amersham Low Molecular Weight (cédigo 17-0446-01) como marcadores de pesos

moleculares.

3.2.14 Espectrometria de masas (LC-MS)

Las muestras de interés fueron enviadas al Instituto CEQUIBIEM (Centro de Estudios
Quimicos y Bioldgicos por Espectrometria de Masa, UBA) para su analisis mediante LC-MS,
técnica quimica analitica que combina la separacion fisica del HPLC con el andlisis de masa
de la espectrometria de masas (MS). El protocolo de trabajo y el equipamiento empleado

fue el siguiente:

Tratamiento: Las muestras fueron reducidas con DTT 20 mM durante 45 minutos a 56
°C y alquiladas con lodoacetamida 20 mM durante 45 minutos en oscuridad. Se agregdé
buffer bicarbonato de amonio a una concentracién final 50 mM pH 8,0 y se digirié con
tripsina durante toda la noche. Cada muestra fue liofilizada por Speed Vac y vuelta a
resuspender con 10 pL de Acido Férmico 0,1%. Se analizé6 por nanoHPLC acoplado a un
espectrometro de masa con tecnologia Orbitrap, lo que permitié separar los péptidos

obtenidos por digestidn triptica de la muestra para luego identificar a los mismos.

Cromatodgrafo: Se utilizé un cromatégrafo modelo EASY-nLC 1000 de Thermo

Scientific, apto para separar complejos proteicos con un alto grado de resolucion, equipado

34



3 Materiales y Métodos

con una columna de fase reversa modelo EASY-Spray y una pre-columna modelo Acclaim
PepMap, ambas de marca Thermo Scientific. Todas los solventes y reactivos utilizados

fueron de calidad LC-MS.

lonizador: Se utilizé un ionizador por Electro Spray, modelo EASY-SPRAY marca

Thermo Scientific.

Espectrémetro de masa: Se utilizé un espectrémetro modelo Q-Exactive de marca

Thermo Scientific, con una celda de HCD (High Collision Dissociation) y un analizador
Orbitrap. La configuracién del equipo permitié que la identificacion de los péptidos se

realizara al mismo tiempo que los mismos se separaban por cromatografia.

Andlisis de Datos: Los espectros obtenidos fueron analizados con el motor de

busqueda Proteome Discoverer, utilizando la base de datos de Aspergillus oryzae ATCC
42149 / RIB 40. El programa generd un informe que describe las proteinas identificadas y los

péptidos que utilizé para esta identificacion.

3.2.15 Manejo de los datos experimentales

El analisis de los datos experimentales se realizé utilizando los programas Microsoft

Office Excel 2010 y SigmaPlot versién 11.0.
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4 Resultados y Discusion

4.1 Desarrollo del hongo Aspergillus oryzae en medio sélido
Luego de 7 dias de incubacion, se realizé el recuento de colonias fungicas en la placa
de Petri cuya diluciéon permitié contar hasta 30 colonias. Se aplicé la ecuacion 3.1 y se

obtuvo una concentracién igual a 3x10’ conidios/mL.

4.2 Fermentacidon en batch en medio liquido minimo a pH 6,0 con diferentes
fuentes de carbono

En la tabla IV.l se muestran la actividad catalitica de a-Amy y la concentracion de

proteinas totales para cada sustrato ensayado. Durante las 90 horas de fermentacion, el pH

fue disminuyendo, por lo que siempre se lo ajusté a 6,0 con NaOH.

Tabla IV.l: Medidas de actividad de a-Amy y proteinas totales.

Sustrato Actividad a-Amy  Proteinas totales
S

Almidén 17,5 2,5

Dextrina 8,5 42

Glicerol 9,3 0,8

Maltosa 11,6 11

Glucosa 0,0 0,9

El almidén fue el sistema que presenté mayor actividad catalitica, seguido por
maltosa, glicerol, dextrina y glucosa donde no se detecté actividad. Estos resultados son
congruentes con el comportamiento que posee cada sustrato con respecto a la expresion de
la enzima. En presencia de glucosa, la sintesis a-Amy se inhibe por un mecanismo de
represién por catabolito. Por otro lado, al ser el almidén un sustrato de liberacién lenta, la
concentracion intracelular de azucares simples (principalmente isomaltosa) es baja. De esta
manera, se evita este mecanismo de represion, obteniéndose la mayor concentracion de a-

Amy.

Con respecto a las proteinas totales, el sistema con glicerol fue el que produjo menor

concentracion.
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La figura 4.1 muestra un gel SDS-PAGE en donde se comprobd la pureza de la enzima
para cada uno de los sistemas. En presencia de glucosa (calle 7), el hongo no produjo
ninguna enzima extracelular. En cambio, en el sistema con glicerol (calle 3) se observé una

Unica banda que corresponde a a-Amy y pocas proteinas contaminantes.

97 ...

45

30 ' w—
20,1 —
14,4 -

Figura 4.1: Gel SDS-PAGE de la fermentacion en batch a pH 6,0 transcurridas 90 horas. Calles: 1:
MPM; 2: 0,2 g/L de a-Amy pura; 3: glicerol; 4: almiddn; 5: dextrina; 6: maltosa; 7: glucosa.

La figura 4.2 muestra las fotografias de los cultivos a las 90 horas de incubacién. En
todos los casos se observd el crecimiento en forma de pellets de A. oryzae; obteniéndose

pellets de mayor tamafio para los sustratos de estructura mas compleja (almiddén y dextrina).

Cuando se realiza una fermentacidon con hongos filamentosos es deseable obtener
pellets de pequeno tamafio, para que se pueda lograr una buena transferencia de masa
hacia dentro (sustrato y oxigeno) y hacia fuera (metabolitos primarios y secundarios) de los
mismos. Por lo tanto, las dimensiones de los pellets obtenidos con el medio minimo con

glucosa, glicerol y maltosa son los convenientes para una fermentacién en medio liquido.

Ademas, se observd que a menor tamaiio de los pellets, mayor es su cantidad.
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ALMIDON DEXTRINA

GLUCOSA GLICEROL

MALTOSA

Figura 4.2: Fotografias de los cultivos en medio liquido minimo a pH 6,0 transcurridas 90 horas.

En base a estos resultados, se escogio al glicerol como sustrato para continuar con los

siguientes experimentos, puesto que se obtuvo una buena produccién de a-Amy con menor
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cantidad de proteinas contaminantes y pellets adecuados para una fermentacion en medio

liquido.

4.3 Fermentacion a pH 6,0 con distintas concentraciones de glicerol
Los cultivos con 2 y 5 g/L de glicerol no evidenciaron actividad a-Amy en ninguno de
los tiempos ensayados: 49, 96 y 168 horas. Solamente en el sistema con 10 g/L del sustrato
se obtuvo actividad enzimatica, alcanzandose 4,7 U/L a las 168 horas de incubacién (tabla

IV.11).

Tabla IV.II: Medidas de actividad de a-Amy (10 g/L de glicerol)

168 4,7

A las 96 horas de fermentacidn, el sistema mostré una menor actividad enzimatica en
comparacion con el sistema ensayado con 20 g/L de glicerol (tabla IV.I; 9,3 U/L). Asi, al
trabajar con la mitad de concentracién inicial de glicerol, se obtuvo solamente el 35 % de a-

Amy.

Por otro lado, a las 168 horas se observé que en los cultivos con 2 y 5 g/L de sustrato,
los pellets se desarmaron completamente (resultados no mostrados), mientras que en el
sistema con 10 g/L la cantidad de pellets disminuyé (figura 4.3). En los tres casos, el medio
de cultivo se tornd menos viscoso y de un color amarillento. Esta situacién no es deseable

porque indicaria que el cultivo se esta envejeciendo y las células se estan lisando.

A A O A

Figura 4.3: Fotografias de los pellets en medio liquido minimo a pH 6,0 con 10 g/L de glicerol. Muchos

pellets se degradaron: a las 96 horas (izquierda) habia mds que a las 168 horas (derecha).
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Se puede concluir que la mejor condicién para llevar a cabo la fermentacidn es con 20

g/L de glicerol y a un tiempo de incubacién no mayor a las 96 horas.

4.4 Fermentacion a pH 3,0 y pH 6,0 con distintas concentraciones de glicerol
Las concentraciones de glicerol ensayadas fueron 1, 2, 5, 10 y 20 g/L. Transcurridas
las 96 horas de incubacién, no se obtuvo actividad a-Amy en ninguno de los sistemas
preparados a pH 3,0. Esto fue comprobado en un gel de electroforesis (figura 4.4), donde se
observé que no hubo produccién de enzimas extracelulares. En las calles 7, 8 y 9 se
sembraron controles: se agregd a-Amy pura a la muestra para descartar cualquier

interferencia o error en la corrida electroforética.

&4 ! 97
- 30

w 201

§ 144

Figura 4.4: Gel SDS-PAGE de la fermentacion a pH 3,0 transcurridas 96 horas. Calles: 1: 0,2 g/L de a-
Amy pura; 2: 1g/L; 3y 5:10g/L; 4y 6: 20 g/L; 7-9: controles; 10: MPM.

Con respecto a los sistemas a pH 6,0, nuevamente se obtuvo la méxima actividad

enzimatica trabajando con 20 g/L de glicerol (7,0 £ 0,2 U/L).

La tabla IV.IIl muestra la cantidad de biomasa formada, expresada como gramos de
peso seco por litro de cultivo, para las cinco fermentaciones ensayadas a ambos valores de

pH.

Tabla IV.III: Valores de biomasa (g/L de cultivo) a pH 3,0y 6,0

[Glicerol] (g/L) 1 2 5 10 20
pH 3,0 20+05/25+04 | 43+0,1 8+2 149+0,7
pH 6,0 6,0+04 8,2+0,7 10,1+09  15,5+0,516,8+0,2
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Se observé que a mayor concentracion de glicerol, mayor fue el aumento en la
cantidad de biomasa formada. Ademas, los sistemas preparados a pH 6,0 mostraron

mayores valores que a pH 3,0.

4.5 Curva de crecimiento de A. oryzae a pH 6,0 con 20 g/L de glicerol
La figura 4.5 muestra la cantidad remanente de glicerol, la actividad enzimatica y la

cantidad de biomasa formada en el tiempo.
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Figura 4.5: Curva de crecimiento en medio liquido minimo con glicerol a pH 6,0.

A las 70 horas de incubacidn, se observé que el glicerol se consumidé completamente,
coincidiendo con el inicio de la produccién de a-Amy. Ademas, la biomasa formada aumenté
hasta las 90 horas y luego comenzé a disminuir, en concordancia con lo descripto en el item
4.3. Esto podria deberse al agotamiento de la fuente de carbono o a la acumulacién de

compuestos toxicos para las células.

En la figura 4.6 se muestra un gel SDS-PAGE donde se sembraron muestras a distintos

tiempos de la curva de crecimiento.
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TIEMPOS DE FERMENTACION

1 2 41 66 70 74 90 94 97

66
‘. <— a-Amy
<— ?
30
<— ?
20,1
14,4

Figura 4.6: Gel SDS-PAGE para los distintos tiempos de la curva de crecimiento a pH 6,0. Calles: 1:

MPM; 2: 1 g/L de a-Amy pura; 3-9: tiempos de la fermentacion en horas.

La banda correspondiente a a-Amy aparecié a partir de las 70 horas y aumento su
intensidad en el tiempo. Estos resultados coinciden con las medidas de actividad enzimatica.

También se evidencio la presencia de dos bandas a menores pesos moleculares.

Estos resultados indicarian que el glicerol reprime parcialmente la expresion de
o-Amy vy sélo cuando la concentracién extracelular del mismo es igual a cero, el hongo
comienza a sintetizar la enzima. De esta manera, para una dada concentracion inicial de
glicerol se obtendra una determinada cantidad de biomasa: la cantidad de enzima producida

sera proporcional a esta cantidad de biomasa desarrollada.

4.6 Curva de crecimiento de A. oryzae a pH 3,0 con distintas concentraciones de
glicerol
La figura 4.7 muestra la curva de crecimiento del hongo a pH 3,0 (DO a 600 nm vs
tiempo) para los sistemas con 1, 2, 5, 10 y 20 g/L de glicerol como Unica fuente de carbono.
A este pH, no se pudo determinar la concentracidn remanente de glicerol por interferencia

del kit con algin metabolito del hongo.

Todos los sistemas mostraron un aumento de la DO a partir de las 40 horas de
incubacién. Los valores maximos de DO aumentaron con la concentracidn de glicerol, a
excepcion del sistema con 20 g/L. Esto puede deberse a que el hongo haya cambiado su

estado de agregacion, lo que afecta directamente la medida de DO.
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Figura 4.7: Curva de crecimiento a pH 3,0 para distintas concentraciones de glicerol
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El sistema con 20 g/L de glicerol mostré que luego de las 70 horas, la DO se volvid
constante, indicando que el desarrollo se encuentra limitado por la escasez de algun
nutriente esencial o por la acumulacién de algin producto téxico en el medio de cultivo.
Esto mismo puede observarse en el sistema con 20 g/L de glicerol a pH 6,0 (figura 4.5),

donde la biomasa formada alcanzé el maximo valor a las 90 horas y luego disminuyd.

Estos resultados indicarian que en los sistemas a pH 3,0 y 6,0 con 20 g/L de glicerol, el
hongo consume totalmente el sustrato aproximadamente a las 70 horas de incubacién,

coincidiendo con la produccidn de a-Amy para el caso con el sistema de pH 6,0.

La figura 4.8 muestra la velocidad maxima de crecimiento para cada concentracion de

glicerol, determinada por ajuste lineal de los puntos obtenidos entre las 40 y 70 horas.
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Figura 4.8: Velocidad mdxima de crecimiento de A. oryzae a pH 3,0

El cultivo con 10 g/L de glicerol mostré la mayor pms de crecimiento igual a 0,045 +

0,007 h't, mientras que con 20 g/L de glicerol se obtuvo una pmsy de 0,032 + 0,008 ht,

En base a estos resultados, se planted una estrategia de fermentacidn en la que se
desarrollé al hongo a pH 3,0, y a las 70 horas se ajustd a pH 6,0 para que el microorganismo

produzca a-Amy.
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4.7 Fermentacion con cambio de pH y temperatura

4.7.1 Medidas de actividad enzimatica y biomasa

El objetivo de estos experimentos fue evaluar el efecto del pH y la temperatura sobre
la formacion de los pellets, la actividad catalitica de a-Amy y la produccién de otras
proteinas extracelulares. El tiempo de 70 horas fue escogido debido a las observaciones

encontradas en el item 4.6, momento en el cual ya no hubo glicerol en el medio de cultivo.

La tabla IV.IV muestra la actividad enzimatica y las biomasas obtenidas por cada uno

de los sistemas, al alcanzar las 96 horas de incubacion.

Tabla IV.IV: Medidas de actividad de a-Amy y biomasa para los sistemas A, By C

Sistema Condiciones Actividad a-Amy (U/L) Biomasa (g/L)

A Cambio de pH 15,3+0,2 10,7+0,3
B CambiodepHyYT 0 81
C Cambiode T 0 6,6 0,2

El sistema “A” mostré una mayor actividad enzimatica en comparacién al sistema
ensayado con 20 g/L de glicerol a pH 6,0 (item 4.2). Asi, al aplicar esta estrategia de cambio
de pH, se logré aumentar la cantidad de enzima producida en un 65 %. Por otro lado, el
cambio de temperatura afectd considerablemente la producciéon de a-Amy, ya que no se
obtuvo actividad enzimatica en los sistemas “B” y “C”. Con respecto a los valores de biomasa

formada, el sistema “A” produjo la maxima cantidad.

El gel SDS-PAGE (figura 4.9) confirma que solamente se produjo a-Amy en el sistema
“A”. Nuevamente aparecieron dos bandas a menores pesos moleculares. El sistema “C” no
produjo a-Amy, sin embargo, se observd un cambio en el perfil de enzimas secretadas

(flechas negras). El sistema “B” no produjo ninguna enzima extracelular (dato no mostrado).
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Figura 4.9: Gel SDS-PAGE de los sistemas “A” y “C” ultrafiltrados. Calles: 1: MPM; 2: 1 g/l de a-Amy

pura; 3: sistema “A”; 4: sistema “C”. Las flechas rojas sefialan las bandas analizadas por LC-MS.

4.7.2 Espectrometria de masa (LC-MS)

Las tres bandas sefialadas con flechas rojas en la figura 4.9 fueron analizadas por

espectrometria de masas.

La tabla IV.VI detalla las proteinas mayoritarias encontradas en la banda 1 (45 - 66

KDa) segun el informe del CEQUIBIEM.

Tabla IV.VI: Andlisis de la espectrometria de masa para la banda 1.

Cddigo > Coverage® Score A Ne
D
Uniprot Froteina RRGIKD) (%) Sequest HT°  de péptidos®
pocipq Alfa-amilasaA o) o 67,94 1182,14 32
tipo 3
pocipy Alfa-amilasaA o) o 67,93 1164,07 31
tipo 1/2
P36914 Glucoamilasa 65,4 44,12 70,54 18

a: Muestra el porcentaje de la secuencia de proteina cubierto por los péptidos identificados.
b: Muestra la puntuacion de proteina, que es la suma de las puntuaciones de los péptidos
individuales.

c: Muestra el numero de péptidos identificados en una proteina de referencia.

Se encontraron péptidos para las dos isoformas de a-Amy (tipo 3 y tipo 1/2) que
cubrieron el 68 % de su secuencia. La diferencia entre ambas isoformas radica en las
posiciones de los AA 56 (arginina por glutamina) y 172 (leucina por fenilalanina). Dos de los
péptidos generados por el LC-MS abarcaron la secuencia en donde se encuentra el AA 56.

Este resultado indica que Aspergillus oryzae NRRL 695 sintetizé las dos isoformas de a-Amy.
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Ademads, se generaron péptidos correspondientes a la proteina glucoamilasa,
cubriendo el 44 % de su secuencia. El PM para esta proteina es de 65,4 KDa, sin embargo en
su forma activa es de 63 KDa, un tamafio cercano al PM de a-Amy. Esto indica que el hongo

también produjo glucoamilasa.

Con respecto a las proteinas mayoritarias encontradas para la banda 2 (30 — 45 KDa),

el informe del CEQUIBIEM indicé que corresponden a dos proteasas (tabla IV.VII).

Tabla IV.VII: Analisis de la espectrometria de masa para la banda 2

Proteina Coverage Score A PM Ne de
(%) Sequest HT (KDa) péptidos
Q2U1F3 _ Leucin 39,26 105,31 41,1 13
aminopeptidasa A
P12547 Proteasa alcalina 1 20,10 67,39 42,5 8

La leucin aminopeptidasa A (LapA) y la proteasa alcalina 1 (Alp1) son dos enzimas con
actividad proteolitica que se liberan al medio extracelular. Ambas se emplean en la industria

alimenticia para hidrolizar proteinas durante la elaboracién de alimentos y bebidas [73, 74].

Los resultados correspondientes a la banda 3 (20,1 - 30 KDa) no son concluyentes.

4.8 Efecto de la concentracion de (NH,),SO, y otras fuentes de nitrégeno sobre la
produccion de a-Amy

En este experimento se varid la cantidad y tipo de fuente de nitrégeno. El objetivo

fue evaluar su efecto sobre la biomasa formada y la actividad catalitica de a-Amy. Los

resultados se muestran en la tabla IV.VII.
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Tabla IV.VII: Medidas de actividad de a-Amy y biomasa para distintas fuentes de nitrégeno

Actividad a-Amy Biomasa

Sistema Fuente de Nitrégeno (U/L) (g/L)
A 1,0 g/L de (NH4),S04 2,6+0,6 11,7+ 1,2
B 5,0 g/L de (NH4);SO04 10,3+ 0,4 13,3+0,9
C 5,0 g/L de Peptona 0 4,3+0,3
D 5,0 g/L de Ext. de levadura 0 54+0,1

Los sistemas con 1,0 y 5,0 g/L de (NH4),SO; mostraron actividad a-Amy, siendo la
mayor aquella correspondiente a 5,0 g/L. Por otro lado, no se evidencié actividad catalitica

en los sistemas con peptona y extracto de levaduras como fuentes de nitrégeno.

Con respecto al desarrollo del hongo, los sistemas con fuente de nitrégeno orgdnica

mostraron menores valores de biomasa que los sistemas con (NH4),SOj4.

De estos experimentos se concluye que la concentracidon y naturaleza de fuente de

nitrogeno afecta considerablemente la produccién de a-Amy.

4.9 Fermentacion en batch en medio liquido minimo con glicerol crudo
En este experimento se decidié trabajar con 10 g/L de glicerol en lugar de 20 g/L,
para estudiar la produccién de a-Amy en la condicién a la cual el hongo presenté mayor

velocidad de crecimiento a pH 3,0 (figura 4.8).

La tabla IV.VIII muestra la biomasa obtenida, la actividad catalitica de a-Amy y el

rendimiento (Yp/x) para ambas fuentes de glicerol, transcurridas 96 horas de incubacion.

Tabla IV.VIII: Medidas de biomasa y actividad a-Amy para distintas fuentes de glicerol

Actividad a-Amy Biomasa Ye/x

Sistema Glicerol 10 g/L

(U/L) (g/L)  (U/g)
A Refinado 7,4£0,8 80£0,7 0,9%0,1
B Crudo 53+0,3 63+0,1 090,11

El sistema con glicerol refinado alcanzé mayor actividad enzimdtica y desarrollé una
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mayor cantidad de biomasa que el sistema con glicerol crudo; sin embargo, el valor de Yp/x
es igual para ambos casos. El desarrollo del hongo pudo estar limitado por la presencia de
contaminantes toxicos en baja concentracion (metanol, metales pesados) sin haber sido

afectada la produccion de a-Amy.

Por otro lado, la actividad para el sistema con glicerol refinado aumenté 131 %
respecto de aquella obtenida cuando se trabajo a pH 6,0 (tabla IV.lI; 3,2 U/L). Este resultado
confirma que realizar la estrategia de cambio de pH aumenta considerablemente la cantidad

de enzima obtenida.
4.10 Fermentacion con glicerol y afrechillo de trigo

4.10.1 Ensayos de actividad enzimatica

El objetivo de estos experimentos fue determinar qué sistema (tabla IIl.1V) produjo la
mayor cantidad de a-Amy, tomando como referencia al cultivo de 20 g/L de glicerol a las 94

horas (sistema “G”).

La tabla IV.IX muestra las actividades relativas calculadas a cada tiempo. En la figura

4.10 se graficaron para una mejor visualizacién.

Tabla IV.IX Medidas de actividad de a-Amy para glicerol y afrechillo de trigo

Sistema Actividad Relativa

94 horas 118 horas 142 horas
G 1,0+0,3
2A 1,4+0,5 29+0,8 3610
5A 1,7+0,6 24+1,0 3,1+1,7
10A 2,2+0,4 2,6+0,8 35+1,2
Ai3 1,9+0,6 1,4+0,5 1,3+0,7
Ai6 2,1+£0,6 1,6+0,4 20+04
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Figura 4.10: Actividades relativas de cada sistema ensayado con respecto al sistema con 20 g/L de

glicerol a las 94 horas.

Los sistemas cuyo pH inicial fue 3,0 no evidenciaron actividad a-Amy a las 70 horas de
incubacioén. Estos resultados coinciden con los observados en el item 4.4 (figura 4.4). A este

tiempo, el Unico sistema que produjo a-Amy fue el “Ai6”.

Los sistemas que comenzaron inicialmente con glicerol evidenciaron un aumento en
la produccidén de a-Amy a partir de las 94 horas; en cambio, la actividad enzimatica de los
sistemas “Ai3” y “Ai6” disminuyo.

Todos los sistemas ensayados mostraron mayor actividad enzimatica que el control,
indicando que el ADT es un buen inductor de la expresién de a-Amy. Estos resultados se
explican al considerar al ADT como un “sustrato de liberacidn lenta”, evitando la represion

por catabolito.

Al tiempo final del experimento (142 horas) se lograron valores similares de actividad
enzimatica para los sistemas “2A”, “5A” y “10A”, obteniéndose niveles de produccién de a-

Amy que triplicaron al sistema “G".
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4.10.2 Geles de electroforesis

Las muestras de cada sistema fueron corridas en un gel SDS-PAGE (figura 4.11) para
evaluar el perfil de secrecion de proteinas al realizar cambios en las condiciones de
fermentacion (pH y/o adicién de afrechillo de trigo).
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Figura 4.11 Gel SDS-PAGE para los sistemas con glicerol y/o afrechillo de trigo a distintos tiempos de
incubacion. Calles: 1: MPM; 2: 0,2 g/L de a-Amy; 3-9: muestras.

La calle 3 (sistema 10A — 70 horas) mostré que trabajando a pH 3,0 y 20 g/L de
glicerol, el hongo no secreta enzimas al medio. El agregado de ADT al sistema “10A” vy el
cambio de pH a 6,0 (calle 4) produjeron un cambio en el perfil de secrecién de proteinas,

siendo la banda mayoritaria aquella correspondiente a a-Amy.

El sistema “Ai3” a las 70 horas (calle 5) mostré dos bandas, una entre 45 y 66 KDa y
otra entre 20,1 y 30 KDa. El blanco de proteinas no evidencid interferencia en los resultados
de la corrida electroforética. Es importante destacar que este sistema no presentd actividad
a-Amy. Luego de cambiar a pH 6,0 (calles 6 y 7) se observd una intensificacion de la banda
entre 45 y 66 KDa y la aparicion de dos bandas entre 30 y 45 KDa. A estos tiempos si se

evidencio actividad a-Amy.

Las calles 8 (Ai6-70) y 9 (Ai6-142) corresponden al sistema con ADT a pH 6,0 a los
tiempos de 70 y 142 horas, respectivamente. De acuerdo a las bandas obtenidas (y a las
medidas de actividad enzimatica) se puede concluir que el hongo produjo a-Amy desde el

principio de la fermentacidn.

51



4 Resultados y Discusion

La figura 4.12 muestra la fotografia del cultivo “2A” a las 142 horas de incubacion. Los
pellets del hongo mantuvieron su forma y no disminuyeron en nimero, situacién opuesta a

lo observado en la figura 4.3.

Figura 4.12: Fotografia del sistema “2A” (0,5 g de ADT adicionado a las 70 horas) a las 142 horas de

incubacion.

Estos resultados permiten concluir que el sistema mas eficiente para la produccién de
a-Amy es el sistema “2A” a las 142 horas de fermentacién ya que se emplea la menor
cantidad de ADT. La actividad enzimatica a este tiempo fue 60 + 7 U/L. Si el tiempo resultase
ser una variable limitante en el proceso, entonces el mejor sistema seria el “10A” a las 94

horas.

Por otro lado, se debera considerar la presencia de proteinas contaminantes

(proteasas) que pudieran degradar a a-Amy.
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5 Conclusiones

En este trabajo de tesina se logré producir la enzima a-Amy por fermentacién en
medio liquido del hongo Aspergillus oryzae empleando glicerol y afrechillo de trigo como

fuentes de carbono.

Se evaluaron las siguientes variables: tiempo, pH, temperatura, fuente de nitrégeno y
pureza del glicerol. Los sistemas incubados a 45 °C no produjeron a-Amy, al igual que
aquellos con fuentes de nitrégeno orgdnicas. Los estudios realizados con glicerol crudo
mostraron que seria un buen sustrato para sustituir al glicerol refinado y de este modo

disminuir los costos del proceso.

Los estudios con 20 g/L de glicerol como unica fuente de carbono revelaron que el
hongo lo consume en su totalidad cuando se alcanzan las 70 horas de incubaciéon, momento

en el que comienza a producirse a-Amy en los sistemas a pH 6,0.

Aunque a pH 3,0 el hongo no produce esta enzima, se obtienen pellets mas

pequefios, condicion favorable para llevar a cabo una fermentacién en medio liquido.

Teniendo en cuenta estos resultados, se diagramd una estrategia de fermentacién en
lote en la que se desarrollé al hongo en un sistema con 20 g/L de glicerol a pH 3,0 y a las 70
horas se lo ajustd a 6,0 para que el cultivo produzca a-Amy. Esto permitié aumentar la
cantidad de enzima obtenida en un 65 % en comparacion con el sistema incubado a pH 6,0
durante toda la fermentacion. El tiempo de trabajo se fijé en 96 horas para evitar la

degradacion de los pellets (envejecimiento del cultivo).

Posteriormente, a este protocolo se le adiciond un paso que consistié en agregar ADT
al momento de aumentar el pH. La produccién de a-Amy mejoré considerablemente,
obteniéndose un aumento del 100 % con respecto a la estrategia anterior. Ademas, los
pellets no se degradaron, lo que permitié aumentar el tiempo de trabajo hasta 142 horas de

incubacion e incrementar en un 92 % la produccién de a-Amy (figura 5.1).
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Figura 5.1: Estrategia que permitio conseguir la mdxima produccion de a-Amy

La estrategia de fermentacién propuesta en esta tesina resulta novedosa ya que
emplea dos subproductos agroindustriales en etapas consecutivas, permitiendo en la

primera, el desarrollo de biomasa y en la segunda, la produccién de a-Amy.

Perspectivas a futuro

La problemadtica que se genera al trabajar con Erlenmeyers radica en la dificultad de
controlar adecuadamente el pH y el O, disuelto en el medio de cultivo y en mantener el
sistema completamente homogenizado. La estrategia descripta serda evaluada en un
biorreactor que permitird controlar las condiciones del medio de cultivo y optimizar el
mezclado. Ademds, el uso de este equipo permitira evaluar otras estrategias de
fermentacion como el FED-BATCH en condiciones limitantes de sustrato. Este es un paso

importante y necesario para escalar el proceso a nivel industrial.

Es importante destacar que Aspergillus oryzae no sélo es buen productor de a-Amy,
sino que secreta al medio otras enzimas hidroliticas. El analisis por espectrometria de masas
reveld que el hongo produce, ademas, la enzima glucoamilasa (que actua en la degradacion
de almiddén) y dos proteasas: leucin aminopeptidasa A y proteasa alcalina 1. En cualquier
proceso de produccion de enzimas es muy importante separar (o inhibir) las proteasas para
evitar la degradacién de la enzima de interés y de esta manera aumentar su estabilidad. Esto
complejiza la etapa de purificacion lo que impacta directamente en el costo del proceso. Por
otro lado, considerando que la a-Amy se aplicard en procesos industriales que requieren
degradar moléculas de almiddn, no es necesario separarla de la enzima glucoamilasa ya que

ambas actuan sinérgicamente.
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