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RESUMEN

Los glicanos bioldgicos se encuentran unidos a proteinas o lipidos y desempefian diversas
funciones tanto fisioldgicas como patoldgicas en los seres vivos. Las enzimas activas en
carbohidratos, como las glicosiltransferasas y las glicosil hidrolasas, son fundamentales
para la sintesis, modificacion y degradacion de los glicanos complejos. En particular, las
a-manosidasas y a-fucosidasas son ejemplos de glicosidasas con la habilidad para
hidrolizar enlaces especificos en los glicanos. El estudio de estas enzimas y su aplicacion
en glicobiologia son importantes para comprender la estructura y funcién de los glicanos,
lo que puede tener implicancias en el desarrollo de diagndsticos y tratamientos
terapéuticos de patologias mediadas por interacciones glicano-proteinas.

En esta tesis se llevo a cabo un screening para identificar actividad o-manosidasa y a-
fucosidasa en microorganismos autdctonos. Se encontrd actividad a-manosidasa en
bacterias, levaduras y hongos filamentosos y actividad a-fucosidasa en levaduras y
hongos filamentosos. Se selecciond la bacteria Bacillus sp. 12.22 y el hongo filamentoso
Dichostereum sordulentum DS-1488 para evaluar las mejores condiciones para la
produccion, purificacion y caracterizacion de una o-manosidasa y o-fucosidasa
respectivamente.

Se purifico y caracterizo la a-fucosidasa del hongo Dichostereum sordulentum DS-1488
con un grado significativo de pureza, aunque a expensas de bajos rendimientos. Se trata
de una proteina homodimérica con un peso molecular de 214 kDa, un pH 6ptimo de 4.0
y una temperatura 6ptima de 70 °C. Su KM es 0.27 mM y su VMax de 3,3 umoles de
PNP/min x mg para el sustrato p-nitrofenil a.-L-fucopirandsido, determinada a pH 4.0 y
37°C. La misma presenta inhibicion por sustrato.

Por otra parte, se estudi6 la purificacion de la enzima a-manosidasa de Bacillus sp. 12.22.
Sin embargo, la pérdida de actividad enzimatica durante el proceso de purificacion no
permitid continuar trabajando con la misma. Como alternativa se selecciond una a-
manosidasa extracelular del hongo Aspergillus terreus BFQU 121. Se evaluaron las
mejores condiciones de crecimiento de cultivo para maximizar la produccion de la enzima

a los efectos de continuar trabajando en su purificacion en futuras etapas.

Este trabajo contribuy¢ a la identificacion de nuevas enzimas con potencial aplicacion en

el analisis del rol bioldgico de los glicanos en las glicoproteinas.
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ABREVIATURAS

AE: Actividad Especifica

BCA: Acido Bicinconinico

BSA: Albumina de Suero Bovino (De sus siglas en inglés)
CAZymes: Carbohydrate Active enZymes
Da: Dalton

GalNAc: N-acetil galactosamina

GH: Glicosil Hidrolasas

GlcNAc: N-acetil glucosamina

GT: Glicosil Transferasas

KDa: Kilo Dalton

Kwm: constante de Michaelis- Menten

LB: Luria Bertani

M: concentracion molar

mM: concentracion milimolar

nm: nandmetro

PBS: Buffer Fosfato Salino

PDA: Potato Dextrose Agar

PDB: Potato Dextrose Broth

PGM: Mucina Gaéstrica Porcina

PM: Peso Molecular

PNP: p-nitrofenol

PNPF: p-nitrofenil a-L-fucopiranésido
PNPM: p-nitrofenil-o.-D-manopirandsido

RE: Reticulo Endoplasmico



rpm: revoluciones por minuto
SC: Sobrenadante de Cultivo

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis

(Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico)
TSA: Trypto-Casein Soy Agar

UI o (U): unidades internacionales de actividad enzimatica
Vmax: Velocidad Maxima

Vol: Volumen

pg: microgramos

pL: microlitros
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Glicanos Biologicos Estructura y funcion

Los glicanos que componen las glicoproteinas o glicolipidos secretados por la célula o
anclados a membrana cumplen diversos roles bioldgicos. Estos se pueden subdividir en

estructurales y funcionales o modulatorios (Figura 1.1).

Roles Biologicos de los Glicanos

Roles
Estructurales/Modulatorios

- -

Mimetismo
Molecular

'(MQ-O/ M

Proteina de unién Glicanos Microorganismo -
a glicanos o Toxina

Figura 1.1. Clasificacion general de las funciones biolégicas de los glicanos. Modificado de [1]

En casi todas las células eucarioticas, las cadenas de oligosacaridos especificos unidas a
los componentes de las membranas plasmatica forman una capa glucidica conocida como
glicocalix. Esta presenta varios nandémetros de espesor y constituye una superficie rica en
informacion que la célula expone a su entorno. La N- y O-glicosilacion de proteinas son
el tipo de glicosilacion mas frecuentes en este tipo de células [2-3]. Los N-glicanos
generalmente se encuentran unidos mediante un enlace amida a un residuo de asparagina
ubicado en una secuencia Asn-X-Ser/Thr (donde X es un aminoacido distinto de prolina).
Estos glicoconjugados poseen un nucleo conservado (a-Man(1—3)[a-Man(1—6)] B-
Man(1—4)BGIcNAc(1—4)BGIcNAc) al que se unen un numero variable de

monosacaridos. De acuerdo a su estructura los mismos se pueden clasificar en: glicanos
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con alto contenido de manosa, complejos o hibridos (Figura 1.2) [2-5]. Por otra parte, en
la O-glicosilacion los glicanos se encuentran unidos al oxigeno de un grupo hidroxilo de
Serina (Ser) o Treonina (Thr) y pueden clasificarse en funcion del azucar directamente
unido a la proteina y los azlcares utilizados para su elongacion. Los O-glicanos de tipo
mucina posen un residuo de GalNAc unido a un residuo de Ser/Thr pudiendo ser
elongados formando diferentes Cores. Por otro lado, la union de f-GIcNAc a un residuo
de Ser/Thr se encuentra en proteinas nucleares o del citoesqueleto (Figura 1.2) [2-5].
Ambos tipos de glicanos también pueden encontrarse unidos a lipidos tales como
ceramidas [4]. La C manosilacion es un evento menos frecuente que se ha observado en
mamiferos, generalmente humanos y otros animales, pero no en plantas, hongos,

levaduras o procariotas [2,5].

Estos glicanos juegan un papel central en diversas funciones tanto fisioldgicas como

patoldgicas [1-2].

O-glicanos tipo mucina @
N-glicanos [ k \ g
I g 9 g
{ ~ complejos \ g g %i o S e
ot ST L
3!
2 S0y
A A
Asn sn Asn B -
ooooo(o(ooooooooko(ooo.oo,%ﬁooou?\'&ouooo(ﬁﬂf(
g
B GlcNAc @ Manosa (Q Galactosa @ Acido sidlico A Fucosa [J GalNAc

Figura 1.2 Representacion de los glicanos mas caracteristicos.

1.1.1. Funciones Fisiologicas

Los glicanos biologicos presentan funciones protectoras, estabilizadoras, organizativas y
de barrera. El glicocalix que cubre las células eucariotas como la celulosa en las plantas
y la quitina en los hongos, al igual que los polisacaridos que recubren varias células
procariotas representan una barrera fisica sustancial. En los organismos multicelulares,
los glicanos que componen la matriz extracelular como los proteoglicanos, son

importantes para el mantenimiento de la estructura, porosidad e integridad de los tejidos.
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Dichas moléculas también pueden contener sitios de unidon para otros glicanos
especificos, lo que ayuda a la organizacion general de la matriz. Por otro lado, en las
glicoproteinas los glicanos que se encuentran sobre su superficie pueden protegerla de la
accion de las proteasas como es el caso de las mucinas o del reconocimiento de los
anticuerpos del huésped como en las glicoproteinas virales. Otra funcion estructural de
los glicanos es su participacion en el plegamiento de polipéptidos recién sintetizados en
el reticulo endoplasmico (RE) y/o en el mantenimiento posterior de la solubilidad y
conformacion de las proteinas [ 1-2]. Por otro lado, a nivel de metabolismo energético los
carbohidratos forman parte de las moléculas de almacenamiento como el almidon en las

plantas o glucogeno en los animales [6].

Finalmente, a nivel funcional, los glicanos participan en procesos enzimaticos o de
reconocimiento biolégico como la interaccion célula-célula, célula-matriz extracelular,
fundamentales en la modulaciéon de la respuesta inmune, desarrollo embrionario,
diferenciacion e interaccion huésped patdégeno. A modo de ejemplo, muchos de los
receptores de membrana son proteinas de union a glicanos (GBP de sus siglas en inglés)
también conocidas como lectinas. Los primeros en ser identificados en animales fueron
las proteinas de union a glicano que median la eliminacion, recambio y trafico intracelular
de glicoproteinas plasmaticas, mediante el reconocimiento especifico de glicanos
terminales o subterminales de las mismas. Por otra parte, los glicanos de las glicoproteinas
participan en su marcado para dirigirlas a su destino final como en el caso de las proteinas
lisosomales donde la presencia de un residuo terminal de manosa-6-fosfato constituye la

sefal que las dirige al lisosoma.

Muchos de los receptores expresados en células del sistema inmunolégico innato o
adaptativo reconocen glicanos de la superficie de microorganismos conocidos como
PAMPs (Pathogen Associate Molecular Patterns) tales como lipopolisacaridos o
peptidoglucanos bacteriano, polisacarido capsular o los mananos flngicos,
desencadenando de esta forma una respuesta inmunoldgica. Por otra parte, las
interacciones entre las células endoteliales y los leucocitos son cruciales para el trafico y
reclutamiento de los leucocitos en los lugares de dafio celular y se encuentran mediados
por las selectinas. Las selectinas son lectinas de tipo C que reconocen en forma especifica
glicanos sialilados y fucosilados. A su vez las selectinas participan en la implantacion de

los embriones en el endometrio [1,3].
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1.1.2. Funciones patoldgicas

Teniendo en cuenta el rol fisioldgico de glicanos previamente descripto, la existencia de
patrones de glicosilacion alterados se encuentra relacionada con diversas enfermedades
tales como desordenes congénitos de la glicosilacion, enfermedades autoinmunes,

infecciosas o inflamatorias cronicas al igual que el cancer [2-3,7-11].

Los desdrdenes congénitos de la glicosilacion (CDGs de sus siglas en inglés) se clasifican
en tipo I y II. Los de tipo I son causados por anormalidades en la sintesis del oligosacarido
precursor unido a dolicol fosfato en el paso previo a su union al residuo Asn de la proteina
afectada que tiene lugar en el reticulo endoplasmatico. Esto es causado por defectos en
las glicosiltransferasas que participan de este proceso. Por otro lado, los CDG de tipo II
involucran defectos en el control de la ramificacion de los N-glicanos durante las
modificaciones postraduccionales de las proteinas. Las CDG generalmente presentan
manifestaciones severas ya que afectan el desarrollo muscular al igual que funciones

neuroldgicas [3,8].

Las enfermedades inflamatorias cronicas vienen dadas por fallas en los mecanismos
involucrados en la regulacion de la glicosilacion celular tanto de ligandos como
receptores que participan de la respuesta inflamatoria. Por ejemplo, las inmunoglobulinas
son componentes claves de la inmunidad humoral y se han identificado patrones alterados
de la glicosilacion en algunas isoformas de inmunoglobulina en enfermedades

inflamatorias cronicas como la artritis reumatoidea o el lupus sistémico eritematoso [3].

En los procesos infecciosos de tipo parasitario o viral, los glicanos se encuentran
involucrados tanto en la propagacion de la infeccion como en la evasion de la respuesta
inmune del hospedero [10-12]. Existen evidencias con relacion a la participacion de
glicoproteinas virales en la evasion de la respuesta inmune (HIV e influenza) al igual que
en procesos infectivos (Hendra, SARS-CoV, SARS-CoV2, influenza, hepatitis), en
particular vinculados a los N-glicanos con alto contenido de manosa [10,13]. Por otro
lado, existen evidencias de que los glicanos de los helmintos afectan las vias de
sefalizacion de las células del sistema inmune. De hecho, se ha reportado el uso de
componentes parasitarios para el tratamiento de enfermedades inflamatorias cronicas al
igual que enfermedades autoinmunes [14,15]. A su vez, resultados de nuestro grupo de
investigacion sugieren que los residuos de manosa terminal de los glicanos producidos

por el helminto Fasciola hepdtica serian importantes tanto en la inhibicion de la
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maduracion de células dendriticas (CD) como en la induccion de una respuesta inmune

de tipo regulatoria en este parasito [16-18].

Los glicanos también se encuentran involucrados en la generacion de procesos tumorales
donde el crecimiento de las células tumorales depende de su habilidad para eludir los
puntos de control de la division celular, evadir las sefales de muerte celular y la vigilancia
del sistema inmunologico al igual que su capacidad de generacion de metastasis. La
glicosilacion esta involucrada en todos estos procesos. A modo de ejemplo, la
sefalizacion anormal de los factores de crecimiento es un factor clave en el desarrollo del
cancer que puede ser controlado por la glicosilacion de ligandos y receptores. Los
patrones de glicosilaciéon han sido los primeros biomarcadores para la deteccion del
cancer. Los patrones de glicosilacion alterados incluyen un aumento en las estructuras
sialyl Lewis, fucosilaciéon anormal en el nucleo de los N-glicanos, un aumento en la
ramificacion de los N-glicanos o exposicion del antigeno Tn. Muchos de estos patrones
de glicosilacion alterada han sido denominados oncofetales ya que se asemejan a los
patrones observados en etapas tempranas del desarrollo. Teniendo en cuenta que el cancer
evoluciona a lo largo de las distintas etapas de la enfermedad su patron glicosidico puede
variar en paralelo con los cambios en el metabolismo celular. Este fenomeno incluye la
glicosilacion truncada de los O-glicanos dando lugar al antigeno Tn y la neosintesis que
produce patrones de glicosilacion anormal como las estructuras sialyl Lewis X. Estos
gliconeoantigenos generalmente reservados para la extravasacion de los linfocitos desde
la sangre se encuentran cominmente en las células cancerigenas y son los que facilitan

su propagacion en procesos metastasicos [3,9].

Dentro de los cambios en los patrones de glicosilacion mas frecuentemente asociados al
cancer se encuentran alteraciones en la sialilacion y/o fucosilacion en N- y O-glicanos,
generacion de O-glicanos truncos y ramificacion de O-glicanos [3,19]. En particular se
ha reportado la presencia del antigeno SLex, Lex y ley que contienen a1-3 fucosa (Figura
1.3), como marcador tumoral al igual que un aumento en la fucosilacion al1-6 en el core
de N-glicanos en lineas celulares de cancer de mama y colon [20-22]. A su vez, se han
reportado alteraciones en los niveles de N-glicanos con alto contenido de manosa en lineas

tumorales de cancer de ovario e higado [21, 23].
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Figura 1.3. Estructura de antigenos de grupo sanguineo Lewis.

1.2. Enzimas activas en carbohidratos

Las enzimas activas en carbohidratos (CAZymes, del inglés Carbohydrate-Active
enZymes) son aquellas que participan tanto en la sintesis como en la ruptura o
modificacion de carbohidratos complejos. La enorme diversidad de estas enzimas se debe
a que los oligosacaridos, a diferencia de los oligopéptidos y oligonucléotidos que son
polimeros lineales, en general son moléculas complejas ramificadas. Esta complejidad
viene dada por el hecho de que los monosacaridos son moléculas polihidroxiladas que
pueden ciclarse en estructura piranosa o furanosa y en conformacion a o 3. Pueden unirse
mediante enlaces glicosidicos en distinto orden y a través de distintas posiciones y con
diversas posibilidades de ramificaciones. Por otra parte, pueden estar unidas a otras

moléculas como por ejemplo proteinas, lipidos, dcidos nucleicos y antibidticos.

Las enzimas activas en carbohidratos incluyen a las glicosil hidrolasas (GH), glicosil
transferasas (GT), polisacarido liasas (PL), carbohidrato esterasas (CE) y la familia que
se une a modulos de carbohidratos (CBM). De ellas las mas utilizadas en glicobiologia

son las glicosil hidrolasas y glicosil transferasas [24].

1.2.1. Glicosiltransferasas

Las glicosiltransferasas son enzimas que catalizan la formacion de un enlace glicosidico
entre un azdcar y un aceptor que puede ser una biomolécula incluyendo otros azucares,
proteinas, lipidos o pequefias moléculas. El dador de aztcar es un azlcar activado que
generalmente se encuentra unido a un nucleétido, pero, puede también encontrarse unido

a un fosfolipido o a un fosfato no sustituido (Figura 1.4) [25-27].
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Figura 1.4 Sustratos dadores de glicosiltransferasas.

En el caso de los dadores unidos a nucle6tidos en general se trata de nucledsidos difosfato
como por ejemplo UDP-galactosa 0 GDP-manosa. Sin embargo, también son utilizados
los azlicares unidos a nucledsidos monofosfato como el CMP-acido neuraminico. Las
glicosiltransferasas dependientes de azlicares activados por nucleétidos generalmente se
conocen como enzimas Leloir en honor a Luis F. Leloir que descubrid el primer azucar
nucledtido ganando el premio nobel en 1970 por su contribucion a la comprension de la
biosintesis de los glicosidos y el metabolismo de los azlicares. Las glicosiltransferasas no
Leloir utilizan como sustratos dadores de azucares unidos a un lipido como el dolicol
fosfato unido a manosa o glucosa. En algunos casos el dolicol fosfato puede encontrarse
unido a un oligosacarido, en cuyo caso se transfiere el oligosacarido completo al sustrato
aceptor como ocurre en las modificaciones co-traduccionales de las glicoproteinas que

tienen lugar en el reticulo endoplasmatico. Algunas glicosiltransferasas de plantas
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también utilizan como sustratos dadores azucares unidos a lipidos para la sintesis de los

peptidoglicanos y lipopolisacaridos [25,27].

Por otro lado, los sustratos aceptores utilizados por las glicosiltransferasas son
generalmente otros azucares, pero también pueden ser lipidos, proteinas, &cidos
nucleicos, antibidticos u otras moléculas pequenas. Si bien la transferencia de la molécula
de azucar generalmente se da a un grupo alcohol de la molécula aceptora, también podria
transferirse a un nitrogeno dando lugar a la formacion de N-glicanos en glicoproteinas o
a un azufre para la formacion de tioglicésidos en las plantas o a un carbono para la

formacion de C-glicosidos en antibioticos [27].

Aproximadamente el 1% de los genes del genoma de los mamiferos se encuentra
involucrado en la producciéon o modificacion de glicanos. Se conocen mas de 750.000
secuencias de glicosiltransferasas considerando todos los reinos y este numero estd
creciendo rdpidamente. En base al andlisis de secuencia se han agrupado en mas de 110
familias de glicosiltransferasas que se describen en la base de datos de las enzimas activas

en carbohidratos CAZy (http://www.cazy.org/ ). La estructura terciaria al igual que el

mecanismo de accion se mantienen dentro de la misma familia, sin embargo, la
especificidad de sustrato es dificil de predecir y requiere de la caracterizacion individual
de cada enzima. La determinacion tanto del azucar donor como de la molécula aceptora
es complejo, siendo una de las razones por las que las glicosiltransferasas se encuentran

menos caracterizadas que las glicosil hidrolasas [25-26].

En cuanto a su mecanismo de accion las glicosiltransferasas se pueden clasificar en

aquellas que mantienen o invierten la configuracion anomeérica (Figura 1.5) [27].
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Figura 1.5 Clasificacion de acuerdo con el mecanismo catalitico de las glicosil transferasas.
Modificado de [27]

1.2.2. Glicosil hidrolasas

Las glicosil hidrolasas también conocidas como glicosidasas son enzimas que catalizan
la hidrolisis del enlace glicosidico de los glicosidos, conduciendo a la formacion de un
azucar hemiacetal y la correspondiente aglicona libre (Figura 1.6). Pueden catalizar la

hidroélisis de O, Ny S glicésidos [28-29].

Glicosil
hidrolasa

g ¢t PO ——— =, ¢ HOR

Figura 1.6 Reaccién catalizada por una glicosil hidrolasa.

Las glicosidasas se pueden subdividir en dos grupos de acuerdo con su mecanismo de
accion: 1) aquellas que hidrolizan el enlace glicosidico con una inversion neta de la
configuracion del carbono anomérico y ii) las que hidrolizan el enlace glicosidico
reteniendo la configuracion del carbono anomérico. Las que invierten la configuracion
del carbono anomérico siguen un mecanismo de desplazamiento simple en un solo paso
involucrando un estado de transicion del tipo oxocarbonio (Figura 1.7 B). Por otro lado,

las que retienen la configuracion del carbono anomérico, utilizan un mecanismo de doble
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desplazamiento involucrando un intermediario glicosil-enzima. En cada paso tiene lugar

un estado de transicion del tipo oxocarbonio (Figura 1.7 A).

A
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( ? 0] 0
H H,0 ROH
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Figura 1.7 Mecanismos cataliticos de las glicosidasas. A) retienen la configuracion del carbono
anomérico; B) invierten la configuracion del carbono anomérico; C) Requieren la participacion del
grupo vecino 2-acetamida. Modificado de [30)]
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En ambos casos participan un par de residuos de acido carboxilicos en el sitio activo. En
las enzimas que invierten la configuracion del carbono anomérico uno de los residuos
actia como acido y el otro como base, mientras que en aquellas que retienen la
configuracion del carbono anomérico uno de los acidos carboxilicos actiia como acido y
base mientras que el otro funciona como nucledfilo. Las glicosidasas que hidrolizan
sustratos conteniendo un grupo N-acetamida en la posicion 2, utilizan un mecanismo en
el que el grupo 2-acetamida lidera la formacion de un intermediario del tipo ion ozazolinio

(Figura 1.7 C) [28,30-31].

Las glicosil hidrolasas se pueden clasificar de formas diferentes dependiendo del criterio

seleccionado.
Clasificacion basada en el sitio de corte (Endo/Exo)

La clasificacion exo- y endo- se refiere a la capacidad de una glicosil hidrolasa para
hidrolizar un enlace glicosidico de un sustrato desde un extremo (con mayor frecuencia,
pero no siempre desde el extremo no reductor) o al interior de una cadena polisacaridica.
Por ejemplo, la mayoria de las celulasas son endoglicosidasas, mientras que la [-

galactosidasa es una exoglicosidasa (Figura 1.8) [29,30,32].

Exoglicosidasa

en el extremo
endoglicosidasa reductor

{

2 o L= ° ~—2 o L=J° ~2 o L=g° 2 _on

exoglicosidasa

Figura 1.8 Endo y Exoglicosidasas
Clasificacion basada en la especificidad de sustrato

La nomenclatura de enzimas de la IUBMB (Comit¢ de Unidn internacional de
Bioquimica y Biologia molecular) establecida en 1984 se basa en el tipo de reaccion
catalizada por una enzima y en la especificidad de sustrato. Para las O-glicosidasas o
glicosil hidrolasas (EC 3.2.1.X), los primeros tres digitos indican que estas enzimas
hidrolizan enlaces O-glicosidicos mientras que el tltimo digito indica el sustrato y en

algunos  casos refleja el mecanismo  molecular  (https://www.enzyme-
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database.org/class.php). Esta clasificacion es muy util, especialmente para evitar
ambigiiedades y la proliferacion de nombres fantasia proveyendo una unica clasificacion.
Sin embargo, al menos en el caso de las glicosil hidrolasas dicha clasificaciéon no
necesariamente refleja los aspectos estructurales de estas enzimas en funcién de su
evolucion. Para solucionar este problema se introdujo una nueva clasificacion basada en
la similitud de secuencia y el plegamiento de la proteina como se describe a continuacion

[33-34].
Clasificacion basada en similitud de secuencia

Las glicosil hidrolasas se han clasificado (familia GH) de acuerdo con su secuencia y por
ende a su estructura. A la fecha en la base de datos CAZy (http://www.cazy.org/) se han
reportado 189 familias GH. Generalmente el mecanismo catalitico se mantiene dentro de
una misma familia GH a excepcion de la familia GH97 que agrupa glicosidasas que
retienen la configuracion del carbono anomérico y otras que lo invierten. En esta
clasificacion, enzimas con diferente especificidad de sustrato pueden encontrarse en una
misma familia indicando una divergencia en su evolucion para adquirir nuevas
especificidades. Por otra parte, enzimas que hidrolizan el mismo sustrato pueden
pertenecer a diferentes familias. Por ejemplo, se han encontrado celulasas en 11 familias
diferentes. A su vez las familias se agrupan en clanes donde un clan es un grupo de
familias que poseen una similitud significativa en su estructura terciaria, residuos
cataliticos y mecanismo. Se cree que las familias dentro de los clanes tienen un ancestro
evolutivo comun. La estructura tridimensional mas frecuente en las glicosidasas es la del
barril (a/B)s, barril o/a, barril B y estructura [ sdndwich [(http://www.cazy.org/)
29,31,35-36].

1.2.2.1. Fuentes y funciones de las glicosidasas
Las glicosidasas son enzimas que se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza

tanto en forma intra- como extracelular. Tienen diversas funciones donde la mayoria
actian en procesos de digestion de carbohidratos extracelulares a sus monosacaridos mas
simples. También a nivel intracelular cumplen funciones degradativas como la
degradacion endogena de glucdgeno para obtencién de energia o el recambio de los
carbohidratos complejos a nivel del lisosoma. Por otra parte, hay un grupo de glicosidasas
intracelulares que participan en las modificaciones co- y postraduccionales de las

glicoproteinas, proceso que tiene lugar en el reticulo endoplasmatico y en el aparato de
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Golgi. Se han aislado glicosidasas de plantas, microorganismos y organismos superiores

[28, 37-39].

1.3. Glicosidasas como herramientas en glicobiologia

Teniendo en cuenta el rol de los glicanos bioldgicos tanto en procesos fisiologicos como
patologico, como fue descripto previamente, la elucidacion de su estructura y funcién es
fundamental para el disefio de métodos de diagndsticos y tratamientos terapéuticos [3,21].
En los ultimos anos ha habido grandes avances en las técnicas de glicoprotedmica, lo que
ha hecho posible un avance en la caracterizacion estructural de los glicanos [4,40-44]. En
este sentido las endo y exoglicosidasas son excelentes herramientas en el andlisis
glicobmico ya que acopladas al analisis por espectrometria de masas contribuyen a la
elucidacion estructural de los glicanos y en particular la identificacion del enlace
glicosidico [44]. A su vez, su funcionalidad se ve potenciada al utilizarse en forma
inmovilizada, dado que sumado a su capacidad de remover en forma selectiva residuos
terminales de monosacaridos sin alterar la estructura proteica de la glicoproteina, pueden
separarse facilmente del medio de reaccion. Esto evita su interferencia con ensayos
biologicos posteriores, lo que es esencial para estudiar cambios en la funcion bioldgica
de la glicoproteina asociada a los glicanos [45-48].

Un aspecto para considerar es que el uso de exoglicosidasas para andlisis glicomico
requiere enzimas con un alto grado de pureza especificas para la remocion de los
monosacaridos mas relevantes en los glicanos bioldgicos y cuya especificidad de sustrato
esté bien definida. A su vez, si se va a utilizar para la elucidacion del rol de los glicanos
en procesos biologicos especificos, las condiciones dptimas de actividad de la glicosidasa
deben ser compatibles con las de la muestra bioldgica a estudiar. En general las
glicosidasas comerciales utilizadas en el andlisis glicomico tienen una actividad maxima
a pHs acidos cuando la mayoria de las glicoproteinas son estables a pHs neutros. Si bien
esto no resulta un problema cuando se utilizan asociadas a estudios de espectrometria de
masa de los glicanos donde la integridad del esqueleto proteico no es relevante, si lo es
en estudios de funcionalidad [20,40,49-52]. Las exoglicosidasas disponibles a nivel
comercial no cubren toda la gama de exoglicosidasas que serian necesarias para una
secuenciacion completa de la estructura de un glicano [53]. En este contexto resulta
interesante contribuir al aislamiento de nuevas glicosidasas. Considerando la
composicion de azucares de las cadenas glicosidicas de la mayoria de las glicoproteinas,

las exoglicosidasas mas utilizadas son a-manosidasa, a-fucosidasa, B-galactosidasa y
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sialidasa o neuraminidasa, que liberan residuos de manosa, fucosa, galactosa y acido
sidlico, respectivamente [54]|. Las alfa-manosidasas y las alfa-fucosidasas adquieren
relevancia en funcion del rol que cumplen los glicanos fucosilados y/o manosilados en

procesos tumorales y de infeccion parasitaria o viral [3, 10,16-23].

1.4. Manosidasas

Las a-manosidasas (a-D-manosido mano hidrolasa EC 3.2.1.24) son glicosidasas con
especificidad para la hidrolisis de unidades de o-manosa terminales y juegan un rol
importante en el procesamiento de glicanos con alto contenido de manosa. Si bien se les
ha asignado el nimero EC 3.2.1.24 de 1a nomenclatura del Comité de Union Internacional
de Bioquimica y Biologia Molecular, a aquellas con una especificidad definida para un
tipo de enlace glicosidico se les han asignado los siguientes numeros: EC 3.2.1.77 a las
especificas para la hidrdlisis de enlaces o 1-2 y a 1-3; EC 3.2.1.113 a las que hidrolizan
solo enlaces a 1-2; EC 3.2.1.114 a las que hidrolizan enlaces a. 1-3y o 1-6 y EC 3.2.1.137
a las que hidrolizan enlaces o 1-2 y a0 1-6. Hasta el momento no se han incluido en la
clasificacion a-manosidasas con especificidad exclusiva para la hidrdlisis de enlaces o
1-6 o para la hidrolisis de enlaces o 1-3 [55-56, https://www.enzyme-
database.org/class.php].

Las a-manosidasas se pueden clasificar en dos clases, [ y II. Las de clase I se encuentran
distribuidas en los grupos GH38, GH47 y GH92 de las glicosil hidrolasas de la base de
datos CAZy (Carbohydrate Active Enzymes) [35, http://www.cazy.org/]. Presentan un
mecanismo catalitico que invierten la configuracion en el carbono anomérico, son
especificas para la ruptura de enlaces a-1-2 y son inhibidas por kifunesina y 1-
deoxymanojirimicina. Por otro lado, las a-manosidasas de Clase II en su mayoria
pertenecen al grupo GH38 de las glicosil hidrolasas y presentan un mecanismo catalitico
que mantiene la configuracion del centro anomérico. Poseen un amplio rango de
capacidad catalitica hidrolizando enlaces o 1-2, 1-3 y 1-6 y son inhibidas por swainsonina
[5,57-62]. Las a-manosidasas son ubicuas y se pueden purificar de plantas, animales y
microorganismos [59,63]. Dentro de los microorganismos se ha reportado la produccion
de a-manosidasas en bacterias, hongos y levaduras. En bacterias en los géneros Bacillus,
Pseudomonas, Acinetobacter, Arthrobacter, Flavobacterium y Cellulomonas. En los
hongos mayoritariamente estd descripto en el género Aspergillus (Aspergillus niger,

Aspergillus saitoi y Aspergillus oryzae) pero también se ha reportado en el género
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Penicillium y en el moho mucilaginoso Dictyostelium por otro lado, en levaduras se han
estudiado a-manosidasas en Saccharomyces cerevisiae y Candida albicans [61,63-65].
Las a-manosidasas son inducibles utilizando mananos o extractos de levadura como
fuente de carbono. Los mananos de levadura son polisacaridos altamente ramificados,
constituidos por una cadena principal de manosas unidas por enlace al-6 con
ramificaciones de manosas unidas por enlace o 1-2 y a0 1-3 [5,63].

La mayoria de las a-manosidasas microbianas presentan un pH 6ptimo en el rango de 5-
7, una temperatura Optima de 40-50 °C, son estables en un pH neutro o alcalino y su punto
isoeléctrico es levemente acido. Generalmente son proteinas oligoméricas compuestas

por cuatro o seis subunidades con un alto peso molecular [63].

1.5. Fucosidasas

Las a-fucosidasas (EC 3.2.1.51) son glicosidasas con especificidad para la hidrdlisis de
unidades de a-L-fucosa terminales de glicoproteinas y glicolipidos. La a-L-fucosa se
encuentra frecuentemente en el extremo no reductor de los glicanos bioldgicos de las
glicoproteinas séricas, inmunoglobulinas, mucinas gastricas y submaxilares, hormonas
gonadotrdpicas y en la superficie de los antigenos de caracter sacaridico que se encuentran
en la superficie de los eritrocitos. También se encuentran presentes en los oligosacaridos
de la leche humana y bovina y en gomas de plantas [66-69]. Por lo tanto, las a-fucosidasas
juegan un rol importante en el procesamiento de glicanos fucosilados, en particular en la
degradacion de glicanos intestinales en aquellas que provienen de microorganismos que
se alojan en el intestino [70-72]. Estas enzimas se han reportado en bacterias, hongos,
plantas al igual que en mamiferos. Su especificidad para la hidrdlisis de residuos de o-L-
fucosa unida por diferente configuracion depende de su origen. Mientras que las
provenientes de tejidos de mamiferos presentan una amplia especificidad de sustrato e
incluso pueden hidrolizar p-nitrofenil a-L-fucopirandsido o metil a-L-fucopirandsido,
las enzimas provenientes de algunos microorganismos solo liberan a-L-fucosa unida por
enlace a(1—2) [70-71,73]. En la base de datos CAZy (www.cazy.org) [35], que nuclea
las enzimas activas en carbohidratos se clasifican en las familias GH29, GH95 y GH151.
La familia GH95 comprende a las a-fucosidasas (EC 3.2.1.51) y las a (1—2)-L-
fucosidasas (EC 3.2.1.63) que presentan un mecanismo catalitico que invierte la
configuracion del carbono anomérico. La familia GH29 comprende a las a-fucosidasas

(EC. 3.2.1.51), a las a (1—3/4)-L-fucosidasas (EC 3.2.1.111) y una unica a (1—2)-L-
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fucosidasa (EC 3.2.1.63) y en todos los casos presentan un mecanismo que mantiene la
configuracion del carbono anomérico. Esta se puede dividir en dos subfamilias GH29A y
GH29B en base a la similitud de secuencia y la especificidad por sustrato. Los miembros
de la subfamilia G29B incluyen a las a(1—3/4) fucosidasas que actuan sobre las fucosas
unidas por enlace a(1—3/4) y se encuentran ramificadas con un residuo de galactosa,
mientras que los miembros de la familia G29A presentan una especificidad por sustrato
mas flexible actuando incluso sobre PNPF [72, 74-77]].

En la bibliografia se han descripto a-fucosidasas con distintas estructuras cuaternarias
desde monomeéricas hasta tetraméricas con pesos moleculares que van desde 80 kDa hasta
240 kDa [68-69,71,78-80]. El pH 6ptimo de las mismas se encuentra en el rango acido
(4.5-7) y la temperatura 6ptima entre 50-60 °C [67-71,78-81].
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OBJETIVOS

Objetivo general

El objetivo general de esta tesis de maestria fue la busqueda de a-manosidasas y o-
fucosidasas en microorganismos autoctonos, evaluacion de las mejores condiciones para

la produccion de las enzimas seleccionadas, posterior purificacion y caracterizacion.

Objetivos especificos

1. Busqueda de a-manosidasas y o-fucosidasas en microorganismos autoctonos

(bacterias, levaduras y hongos filamentosos).

2. Evaluacion de las mejores condiciones para la produccion enziméatica en los

microorganismos seleccionados.

3. Purificacion y caracterizacion de las o-manosidasas y a-fucosidasas identificadas.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

Los medios de cultivo utilizados: Trypto-Casein Soy Agar (TSA), Potato Dextrose Agar
(PDA), Potato Dextrose Broth (PDB), el extracto de levadura y la peptona fueron de
Oxoid. El Bio-Mos fue gentilmente donado por la empresa BioTech Uruguay. La Fucosa,
Mucina Gastrica Porcina (PGM), p-nitrofenil-a.-D-manopiranosido (PNPM), p-nitrofenol
(PNP) fueron de SIGMA. El p-nitrofenil a-L-fucopiranosido (PNPF), a-manosidasa de
Bacteroides thetaiotaomicron, a-fucosidasa de Homo sapiens y el kit para cuantificacion
de fucosa (L-fucose assay kit) fueron de Megazyme. El kit para determinacion de

proteinas por el método de BCA fue de Pierce.

2.2. Cepas estudiadas

Todos los microorganismos estudiados son de la coleccion de cultivos microbianos del
Laboratorio de Biocatalisis y Biotransformaciones (LBB) de la Facultad de Quimica,

Udelar.

2.2.1. Bacterias
Acinetobacter sp. M3T, Bacillus sp. 12.22, Bacillus cereus M3R, Proteus vulgaris M1E,

Streptomyces sp. MOA, Citrobacter freundii M3W, Tsukamurella sp. M9B2,
Acinetobacter johnsonii M3X1, Klebsiella pneumoniae M3F, Micrococcus luteus C20,
Bacillus sp. X, Bacillus subtilis C28, Pantoea agglomerans C13, Pseudomonas sp. E,
Pseudomonas aeruginosa AT E2, Pseudomonas moraviensis Eiii X1a, Leuconostoc sp.

72, Stenotrophomonas sp. Ei X1a 'y Enterobacter agglomerans C8.

2.2.2. Levaduras

Rhodotorula mucilaginosa H2, Rhodotorula glutinis H93, Aureobasidium pullulans

CQA, Rhodotorula sp. Ro, Wickerhamomyces anomalus Z1 'y Pichia sp. PDA

2.2.3. Hongos filamentosos
Aspergillus terreus BFQU 121, Penicillium sp. EBV 95-17, Fusarium sp. Y3, Mucor

circinelloides H4, Trichoderma sp. Y5, Talaromyces sp. HS, Aspergillus sp. Y6,
Dichostereum sordulentum DS-1488, Penicillium sp. VAS.
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2.3. Cultivo de células

2.3.1. Bacterias

Se tomd un indculo de cada una de las cepas bacterianas conservadas en freezer a -70°C,
se sembraron en placas de Petri con medio de cultivo TSA y se incubaron a 28 °C durante
24 h. A partir de los crecimientos desarrollados se prepararon pre-cultivos inoculando una
colonia en un tubo de ensayo con 5 ml de medio LB (Luria Bertani) (NaCl 10 g/L; triptona
10g/L; extracto de levadura 5g/L) que se incub6 durante 24 h a 30 °C y 150 rpm. A
continuacion, se inocularon 200 pL del pre-cultivo en un matraz Erlenmeyer de 100 ml
con 20 ml de medio de induccion para busqueda de a-manosidasa (1% NaCl, 0,5%
triptona 'y 1% de extracto de levadura o Bio-Mos como fuente de carbono) o a-fucosidasa,
(1% NacCl, 0,5% triptona, 0,5% extracto de levadura y 0,25% de fucosa o 1% de PGM
como fuente de carbono). Se incubaron durante 24 h a 30 °C y 150 rpm. Se separd el
sobrenadante de las células por centrifugacion a 4°C y 10.000 rpm durante 10 min en
centrifuga (Thermo Scientific, Sorvall ST 16R). Las células se lavaron con suero
fisiologico y se lisaron utilizando buffer de lisis para a-manosidasa (buffer MES 0.1M
pH 6.5; 1.75% NaCl) o a-fucosidasa (buffer fosfato de sodio 0.1 M pH 2.5; 1.75% NaCl)
mediante ultrasonido (SONICS Vibra Cell, Modelo CV18) con pulsos de 30 segundos,
con 10 segundos de descanso, durante 2 minutos, utilizando una amplitud de 40%. Se
evalud presencia de actividad enzimatica en el sobrenadante de cultivo y en el lisado

celular como se describe en la seccidon 2.4.

2.3.2. Levaduras

A partir de las cepas de levadura conservadas en freezer a -70°C se tomo6 un indculo y se
sembraron en Placas de Petri con medio de cultivo PDA, las cuales se incubaron en estufa
a 28 °C durante 48 horas. A partir del crecimiento desarrollado se prepard un pre-cultivo
inoculando una colonia en un tubo de ensayo con 5 ml de caldo PDB que se incubo
durante 48 h a 30 °C y 150 rpm. A continuacion se inocularon 200 pL del pre-cultivo en
un matraz Erlenmeyer de 100 ml con 20 ml de medio de induccion Czapex manosidasa
(0.77% NaNOs3, 0.3% KH2PO4, 0.15% KCI, 0.15% MgS04.7H,0, 0.15% bactopeptona y
2% de extracto de levadura o Bio-Mos como fuente de carbono) para la bisqueda de
actividad a-manosidasa o medio de induccion Czapex fucosidasa (0.77% NaNOs, 0.3%
KH2PO4, 0.15%, 0.15% MgS0O4.7H20, 0.15% bactopeptona y 0.25% de fucosa o 1% de
PGM como fuente de carbono) para busqueda de actividad a-fucosidasa. Se incubaron 48

h a30°Cy 150 rpm. Se separo6 el sobrenadante de las células por centrifugacion a 4°C y
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10.000 rpm durante 10 min y se evalud presencia de actividad enzimatica en el

sobrenadante como se describe en la seccion 2.4.

2.3.3. Hongos filamentosos

Se tomd un indculo de los hongos que estaban conservados a 4°C, se sembraron en placas
de Petri con el medio de cultivo PDA y se incubaron a 28 °C durante 5-7 dias. Se cortaron
discos de 1 cm de diametro de micelio y se inocularon en matraces Erlenmeyer de 100 ml
con 20 ml de medio de inducciéon Czapex manosidasa (0.77% NaNOs, 0.3% KH>PO4,
0.15% KCI, 0.15% MgS04.7H>0, 0.15% bactopeptona y 2% de extracto de levadura o
Bio-Mos como fuente de carbono) para busqueda de actividad a-manosidasa o medio de
induccién Czapex fucosidasa (0.77% NaNOs;, 0.3% KH>POs, 0.15% KCI, 0.15%
MgS04.7H20, 0.15% bactopeptona y 0.25% de fucosa o 1% de PGM como fuente de
carbono) para busqueda de actividad a-fucosidasa. Se incubaron durante 7 dias a 30 °Cy
150 rpm. Se separ? el sobrenadante de las células por centrifugacion a 4°C y 10.000 rpm
durante 10 min y se evaluo presencia de actividad enzimadtica en el sobrenadante como se

describe en la seccion 2.4.
2.4. Ensayo de identificacion de actividad enzimatica

2.4.1. Utilizando sustratos cromogénicos

Se incubaron 20 pL de sobrenadante de cultivo o lisado celular con 180 pL de sustrato (5
mM p-nitrofenil-o.-D-manopirandsido (PNPM) en buffer MES 0.1 M pH 6.5; 2,5 mM
CaCl, para a-manosidasa o0 2 mM p-nitrofenil-a-L-fucopiranosido (PNPF) en buffer
acetado de sodio 0.1M pH 4.0 o PBS pH 6.5 para a-fucosidasa a 37 °C overnight. A 70
uL de la mezcla de reaccion se le agregaron 130 puL de buffer borato de sodio 0,2M pH
9,8 y se observd aparicion de color amarillo correspondiente a la liberacion de p-
nitrofenol (PNP). Se utiliz6 como blanco sobrenadante de cultivo o lisado previamente
calentado a 100°C durante 5 minutos para inactivar la actividad enzimatica y una o-
manosidasa (Bacteroides thetaiotaomicron, Megazymes, UK) o a-fucosidasa (Homo

sapiens, Megazymes, UK) comercial como control positivo.
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2.4.2. Utilizando sustratos no cromogénicos

Para el caso de la a-fucosidasa también se realizé un ensayo utilizando mucina géstrica
porcina (PGM) como sustrato, ya que se ha reportado que no todas las a-fucosidasas
aceptan como sustrato el PNPF. Se incubaron 50 pL de sobrenadante de cultivo o lisado
y su blanco correspondiente con 450 uL de PGM 10 mg/mL durante 48 horas a 37°C en
bafio con agitacion. Se centrifugd para separar el exceso de PGM en suspension y se
cuantifico la fucosa liberada con un kit enzimatico (L-Fucose Assay Kit, Megazyme, UK)
como se describe a continuacion. Se utilizo como blanco sobrenadante de cultivo o lisado
previamente calentado a 100°C durante 5 minutos para inactivar la actividad enzimatica

y una a-fucosidasa (Homo sapiens, Megazymes, UK) comercial como control positivo.

2.4.2.1. Cuantificacion de fucosa

Este método se basa en la cuantificacion de la concentracion de NADPH por medida de
absorbancia a 340 nm en la reaccion de la oxidacion de la fucosa catalizada por la fucosa
deshidrogenasa. Se procede segun las indicaciones del fabricante. Se incubaron en placa
de ELISA 10 pL de muestra, blanco o estandar (fucosa 0.5 mg/mL) con 40 pL del buffer
provisto en el kit, 10 uL de NADP" y 200 pL de agua destilada durante 4 minutos a
temperatura ambiente y se midid absorbancia a 340 nm (Al). A continuacion, se
agregaron 5 puL de fucosa deshidrogenasa, se incub6 durante 10 minutos a 37°C y se midio
absorbancia a 340 nm (A2). Si luego de 30 minutos no se detuvo la reaccion enzimética
se continud midiendo la absorbancia cada 2 minutos hasta llegar a una meseta o hasta

observar disminucion de la misma.
[Fucosa mg/mL] = (AAm/AAst) x 0.5 mg/MI x Factor de dil
AAM=A2M-Alwm

AAst:AZSt‘A Lst

2.5. Cuantificacion de la actividad enzimatica

Se incubaron 70 pL de solucion conteniendo enzima con 630 pL de 5 mM PNPM en
buffer MES 0.1 M, pH 6.5; 2.5 mM CaClz o de 2 mM PNPF en PBS pH 6,5 a 37°C para
actividad a-manosidasa o a-fucosidasa respectivamente. Se sacaron alicuotas de 70 puL a

distintos tiempos y se agregaron 130 pL de buffer borato de sodio 0.2 M, pH 9.8 para

detener la reaccion enzimadtica. Se midid absorbancia a 405 nm y se determind la
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concentracion de p-nitrofenol liberado utilizando una curva de calibracion. Se definio la
unidad de enzima como la cantidad de enzima necesaria para hidrolizar 1 pmol de PNPM

o PNPF por minuto a pH 6.5 y 37°C para a-manosidasa o a-fucosidasa respectivamente.

2.6. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizo alternativamente por espectrofotometria por
absorbancia a 280 nm o por el método del acido bicinconinico (BCA) [82]. Se procedio
de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Se incubaron 15 pL de muestra con 300
nL de reactivo durante 15 minutos a 60 °C. Luego de enfriar a temperatura ambiente se
midieron las absorbancias a 562 nm. La curva de calibracion se realizé con 5 diluciones

de albumina de suero bovino (BSA) en el rango de 0.1 — 0.5 mg/mL.

2.7. Evaluacion de las mejores condiciones de crecimiento de cultivo para

maximizar la produccion de enzimas

2.7.1. Produccion de c-manosidasa en bacterias

Se realizo para las cepas seleccionadas Bacillus sp. 12.22 y Bacillus sp. X, utilizando el
programa estadistico Desing Expert. Se realizo un disefio factorial de cuatro factores en
dos niveles. Los factores estudiados fueron: extracto de levadura y Bio-Mos como fuente
de carbono; concentracion de la fuente de carbono (0.5% y 2%); temperatura (30°C y
37°C) y tiempo de incubacion (24 h'y 72 h).

Se realizaron 32 cultivos para cada cepa estudiada, inoculando 200 pL del pre-cultivo
correspondiente en 20 mL de medio de induccién previamente descripto para la
produccion de oi-manosidasas en bacterias. 16 de ellos se suplementaron con extracto de
levadura (8 con 0.5% y los otros 8 con 2%) y los otros 16 con Bio-Mos (8 de ellos con
0.5% y los otros 8 con 2%). 16 matraces conteniendo distinto inductor y concentracién
se incubaron a 30°C (8 durante 24 h y los otros 8 durante 72 h). Los otros 16 matraces se
incubaron a 37 °C (8 durante 24 h y otros 8 durante 72 h) (ver Anexo I — 1 y Anexo I —
2). Se cuantifico la actividad enzimadtica en cada sobrenadante de cultivo como se describe

en la seccion 2.5.

2.7.2. Produccion de a-manosidasa en hongos

En una primera instancia se estudid el mejor inductor. Para esto se crecio la cepa de

Aspergillus terreus BFQU 121 en medio Czapex manosidasa inoculando un disco de 1
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cm de didmetro del micelio del hongo crecido en placa PDA en 20 mL de medio Czapex
manosidasa suplementado con extracto de levadura (2%) o Bio-Mos (2%) durante 5y 7
dias. Luego, se cuantifico la actividad a-manosidasa en el sobrenadante de cultivo como
se describe en la seccion 2.5. Posteriormente, se utilizo el programa estadistico Desing
Expert realizando un disefio factorial de tres factores en dos niveles con puntos
intermedios, siendo los factores evaluados concentracion de extracto de levadura (1% -
3%), temperatura (28°C - 32°C) y tiempo de incubacion (5 - 9 dias) correspondiendo los
puntos intermedios a 2% de extracto de levadura, 30 °C y 7 dias. Se realizaron 20 cultivos
en medio Czapex-manosidasa suplementados con extracto de levadura (8 con 1%, 4 con
2% y 8 con 3%). 8 de ellos (4 con 1% de extracto de levadura y los otros cuatro con 3%)
se incubaron a 28 °C (4 durante 5 dias y los otros 4 durante 9 dias). Se procedio de la
misma forma con la incubacién a 32 °C. Los 4 matraces suplementados con 2% de
extracto de levadura correspondientes a los puntos intermedios se incubaron a 30 °C
durante 7 dias (ver Anexo I — 3). Se cuantific6 la actividad enzimatica en cada

sobrenadante de cultivo como se describe en la seccion 2.5.

2.7.3. Produccion de a-fucosidasa en hongos

En una primera instancia se estudié el mejor inductor. Para esto se crecieron las cepas
Fusarium sp. Y3 y Dichostereum sordulentum DS-1488 inoculando un disco de 1 cm de
didmetro del micelio del hongo crecido en placa PDA en 20 mL de medio Czapex
fucosidasa suplementado con fucosa (0.25 %) o PGM (1%) durante 5 y 7 dias. Después,
se cuantifico la actividad a-fucosidasa en el sobrenadante de cultivo como se describe en
el punto 2.5.

Posteriormente se utilizod el programa estadistico Desing Expert realizando un disefio
factorial de tres factores en dos niveles con puntos intermedios, siendo los factores
evaluados concentracion de PGM (1% - 3%), temperatura (28°C - 32°C) y tiempo de
incubacion (5 - 9 dias) correspondiendo los puntos intermedios a 2% PGM, 30 °C y 7
dias. Se realizaron 20 cultivos del hongo Dichostereum sordulentum DS-1488 en medio
Czapex-fucosidasa suplementado con PGM (8 con 1%, 4 con 2% y 8 con 3%). 8 de ellos
(4 con 1% de PGM vy los otros 4 con 3%) se incubaron a 28 °C (4 durante 5 dias y los
otros 4 durante 9 dias). Se procedio de la misma forma con la incubacién a 32 °C. Los 4
matraces suplementados con 2% de PGM correspondientes a los puntos intermedios se
incubaron a 30 °C durante 7 dias (ver Anexo I —4). Se cuantificé la actividad enzimatica

en cada sobrenadante de cultivo como se describe en la seccion 2.5.
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2.8. Estudio de la influencia de iones en la actividad o-manosidasa

Se gel filtr6 el sobrenadante de cultivo utilizando Sephadex G25 (Cytiva), eluyendo con
buffer MES 0,1 M, pH 6,5 sin ningun suplemento de sales. Se incubaron 20uL de
sobrenadante gel filtrado con 180 uL. de PNPM 5 mM en buffer MES 0.1 M, pH 6.,5; 2,5
mM CaCl; suplementado con distintas concentraciones (1 mM, 2.5 mM, 5 mM y 10 mM)
de las siguientes sales: AcZn, MgCl,, CoClz, MnCl,, CaCl,, KCl y NaCl a 37°C durante
15 horas. A 70 uL de la mezcla de reaccion se le agregaron 130 pL de buffer borato de
sodio 0,2M pH 9,8 y se midi6 absorbancia a 405 nm. Se utilizé como blanco sobrenadante
de cultivo previamente calentado a 100 °C durante 5 minutos para inactivar la actividad

enzimatica.

2.9, Purificacion de las enzimas identificadas

A los efectos de purificar a-manosidasa o o-fucosidasa se crecieron las cepas
seleccionadas en 200 mL del medio de cultivo correspondiente y en las condiciones de
incubacion previamente evaluadas. En el caso de bacterias se inocul6é cada matraz con 2
mL del pre-cultivo correspondiente y en el caso de hongos con 4 discos de un lcm de

didmetro del micelio del hongo crecido en placas de PDA.

2.9.1. Precipitacion fraccionada con sulfato de amonio

Al sobrenadante de cultivo previamente separado por centrifugacion a 10.000 rpm
durante 20 minutos a 4°C, se le agregd lentamente en bafio de hielo y con agitacion la
cantidad necesaria de (NH4)2SO4 para alcanzar la concentracion deseada (30%, 50% y
80%) de (NH4)2SO4. Se dejo en heladera durante 1 h. Se centrifug6 a 10.000 rpm, 4°C
durante 20 min. Se separd el sobrenadante del precipitado. El precipitado se disolvio en
el minimo volumen del buffer deseado. Al sobrenadante de la precipitacion se le agregd
la cantidad de (NH4)2SO4 necesaria para llegar a la concentracion siguiente y se procedio

de la misma forma.

2.9.2. Precipitacion con solventes

Al sobrenadante de cultivo se le agregd lentamente en bafio de hielo y con agitacion el
volumen necesario de solvente (acetona, etanol o isopropanol) para alcanzar la
concentracion deseada (30%-65%). Se almacend durante 1 h en heladera y se centrifugd
a 10.000 rpm, 4°C durante 20 min. Se separd el sobrenadante del precipitado. El

precipitado se disolvid en el minimo volumen del buffer deseado. En caso de querer
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precipitar a una concentracion superior de solvente se calculd el volumen necesario de

solvente a agregar y se procedi6 de la misma forma.

2.9.3. Intercambio ionico

Se realizé en equipo Akta Purifier equipado con detector UV utilizando columna High
Trap Q HP (5mL). Se adsorbio6 el precipitado disuelto de la precipitacion con NH4SO4 o
solvente segun corresponda, previamente dializado contra buffer MES 10 mM pH 6.5;
2.5 mM CaCl,; 10 mM MgCl» o fosfato de sodio 20 mM pH 7.5 para a.-manosidasa o o.-
fucosidasa respectivamente (5-10 mL) a un flujo de ImL/min. Se eluy6 por gradiente de
fuerza 1ib6nica (0-1.2M) al mismo flujo, recogiéndose fracciones de 1 mL.
Alternativamente se realizo elucion por saltos de fuerza i6nica (0.6-1.0 M). En el caso de
la purificacion de a-fucosidasa de D. sordulentum, el escalado de la purificacion de
intercambio i6nico se realizo en batch utilizando como intercambiador anidénico capto Q.
Se incubaron 10 mL del precipitado del sobrenadante de cultivo proveniente de la
precipitacion fraccionada con (NH4)2SOs (fraccion precipitada a 80%) redisuelto y
dializado en buffer fosfato de sodio 20 mM pH 7.5 con 10 mL de resina capto Q durante
1 hora a temperatura ambiente. Se lavo con el mismo buffer hasta que la absorbancia a
280 nm fue inferior a 0.1, se empaquetd el intercambiador en una columna PDI10 y se
eluyo por gravedad con el mismo buffer suplementado con 0,8 M NaCl recogiéndose

fracciones de 1.5 ml.

2.9.4. Cromatografia de exclusion molecular

Al pool de fracciones del eluido del intercambio 16nico se le realiz6 una cromatografia de
exclusion molecular utilizando equipo automatizado Akta Purifier equipado con columna
Superdex 200 (10/300) y detector UV. Se sembraron 500 puL y se eluyd con buffer fosfato
de sodio 50 mM pH 7.5; NaCl 0.15 M a un flujo de 0.4 mL/min recogiéndose fracciones
de 0.5 mL.

2.9.5. Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

Se realizaron electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (15%) y se
corrieron a 120V durante una hora y media. Se utilizaron estandares de bajo peso

molecular (97, 66, 45, 30, 20.1, 14.4 kDa) y se revelaron con Coomassie coloidal.
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2.10. Caracterizacion de la a-fucosidasa de Dichostereum sordulentum DS-1488
2.10.1. Determinacion de Peso Molecular

La determinacion del peso molecular se realizo combinando experimentos de exclusion
molecular y electroforesis en condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE. Se sembro la
enzima purificada (500 uL) en la columna Superdex 200 10/300 previamente calibrada
con estandares de peso molecular utilizando como eluyente buffer fosfato de sodio 50
mM pH 7.5; 0.15M NaCl a un flujo de 0.4 mL/min. Se utilizaron como estandares de PM
ferritina (440 kDa), aldolasa (158 kDa), conalbumina (75kDa), ovoalbtimina (44kDa),
anhidrasa carbonica (29 kDa) y citocromo C (12.4 kDa) con los que se construyo la curva
de selectividad Kav vs log PM. El volumen muerto de la columna determinado con Blue

dextrano fue de 8.2 mL y el volumen total de 23.5 mL.

2.10.2. Determinacion de pH éptimo

El pH 6ptimo se determiné realizando el ensayo de actividad descripto previamente en la
seccion 2.5 a distintos pH (4.0, 5.0, 6.5, 7.4, 8.5, 9.5) a 37 °C, utilizando PNPF 2 mM
como sustrato. Para los pH 4-5 se utilizo buffer acetato de sodio 0.1 M, para los pH 6.5-

7.4 bufter fosfato de sodio 0.1M y para los pH 8.5 y 9.5 buffer carbonato de sodio 0.1M.

2.10.3. Determinacion de temperatura optima

Para la determinacién de la temperatura optima se realizaron medidas de actividad
enzimdtica a distintas temperaturas (37°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 70°C, 80°C)
utilizando el PNPF 2 mM como sustrato y la metodologia descripta en la seccion 2.5 pero

al pH optimo previamente determinado (pH 4.0).

2.10.4. Determinacion de parametros cinéticos

Los parametros cinéticos se determinaron realizando ensayos de actividad enzimatica a
distintas concentraciones del sustrato PNPF (0.1-10 mM) en buffer acetato de sodio 1M

pH 4.0 y 60°C.
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CAPITULO 3. SCREENING DE a-MANOSIDASA Y a-FUCOSIDASA EN
MICROORGANISMOS AUTOCTONOS

3.1. Introduccion

Como se menciond en la introduccion los glicanos bioldgicos que conforman el glicoma
celular participan en varios procesos fisiologicos y alteraciones en estos patrones de
glicosilacion se encuentran asociadas a numerosas enfermedades entre las que se destacan
desérdenes congénitos de la glicosilacion, enfermedades autoinmunes, infecciosas o
inflamatorias cronicas al igual que el cancer [2-3,7-11]. En este contexto la elucidacion
de la composicion estructural, asi como la funcién bioldgica de los glicanos es
fundamental para comprender el rol que desempefian en procesos fisioldgicos, al igual
que en el desarrollo de algunas enfermedades. Esto es esencial para el disefio tanto de
métodos de diagnostico como de tratamientos terapéuticos. Los avances realizados en
glicobiologia han permitido desarrollar numerosas técnicas que han hecho posible la
caracterizacion estructural de diversos glicanos biologicos [41-44]. Sin embargo, el
estudio de su rol en procesos biologicos resulta mas complejo. En este aspecto las
glicosidasas resultan una excelente herramienta ya que permiten la remocion selectiva de
glicanos de glicoproteina sin alterar su estructura tridimensional. Esto hace que las
moléculas deglicosiladas puedan ser evaluadas en procesos bioldgicos de forma de
determinar la relevancia del glicano o monosacarido removido [45-47]. En particular, el
uso de la glicosidasa inmovilizada permite su facil separacion del medio de reaccion
evitando el uso de condiciones drasticas para detener la reaccidn enzimadtica y la
interferencia de la glicosidasa en los estudios biologicos posteriores [83-84]. Sin
embargo, un requisito fundamental es contar con glicosidasas puras, especificas para la
remocioén de los monosacaridos mas relevantes en los glicanos biologicos, y cuya
selectividad en relacion con el tipo de enlace glicosidico que hidrolizan sea conocida. Por
otra parte, las condiciones dptimas para su funcionamiento deben ser compatibles con las
condiciones de estabilidad de la muestra biologica en la que van a ser utilizadas. Dada la
oferta comercial limitada de glicosidasas para cubrir todos estos requerimientos, es
interesante contribuir a la identificacion de nuevas enzimas que puedan ser
posteriormente purificadas, caracterizadas e inmovilizadas.

Dado la relevancia de la a-fucosidasa y la a.-manosidasa en funcion del rol que cumplen
los glicanos fucosilados y/o manosilados en procesos tumorales y de infeccion parasitaria

o viral, como se describi6 en la introduccion, en esta tesis se propuso la busqueda de
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nuevas enzimas con actividad a-manosidasa y a-fucosidasa. En este capitulo se describe
la identificacion de a-manosidasas y o-fucosidasas en diferentes microorganismos

aislados de habitats naturales.

3.2. Resultados

3.2.1. Screening de actividad a-manosidasa y a-fucosidasa

La busqueda de actividad a-manosidasa y a-fucosidasa se realiz6 en bacterias, levaduras
y hongos filamentosos aislados de diferentes habitats naturales de la coleccion de
microorganismos del Laboratorio de Biocatélisis y Biotransformaciones (LBB) de la
Facultad de Quimica. Se utilizaron como inductores extracto de levadura 1% para la
expresion de o-manosidasa y mucina géstrica porcina 1% (PGM) o fucosa 0.25% para a-
fucosidasa [63,78-79,85]. Para los ensayos de screening de actividad o.-manosidasa se
utilizd p-nitrofenil a-D-manopirandsido (PNPM) como sustrato. Por otra parte para el
screening de o-fucosidasas se utilizaron dos sustratos, p-nitrofenil a-L-fucopirandsido
(PNPF) y mucina gastrica porcina (PGM) debido a que esta descripto en bibliografia que
no todas las a-fucosidasas aceptan el PNPF como sustrato [75,77]. Dado que el objetivo
era la identificacion de glicosidasas con la finalidad de ser utilizadas para el analisis del
rol bioldgico de glicanos de glicoproteinas que mayoritariamente son estables a pHs
neutros, para el screening de las mismas se prepararon los sustratos a pH 6.5 (PNPF y
PNPM) o 7.5 (PGM).

La busqueda de actividad enzimatica en bacterias se realiz6 en 19 cepas tanto a nivel intra
como extracelular, identificindose actividad o-manosidasa intracelular en 8 cepas:
Acinetobacter sp., Bacillus sp. 12.22, Proteus vulgaris, Citrobacter freundii,
Tsukamurella sp., Bacillus sp. X, Stenotrophomonas sp. y Enterobacter agglomerans y
extracelular en 5 cepas: Bacillus sp. 12.22, Bacillus sp. X, Pseudomonas sp. E,
Pseudomonas moraviensis, Leuconostoc sp. Z2. Sin embargo, no fue posible identificar
actividad oa-fucosidasa intracelular ni extracelular en ninguna de las cepas bacterianas

estudiadas (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1. Screening de actividad a-manosidasa y a-fucosidasa en bacterias

LAY GET Actividad
Microorganismo o-manosidasa a-fucosidasa

PNPM PNPF PGM

S L S L S L
Acinetobacter sp. - + - - - -
Bacillus sp. 12.22 + + - - - -
Bacillus cereus - - - - - -
Proteus vulgaris - + - - - -
Streptomyces sp. - - - 5 - -
Citrobacter freundii - + - - - -
Tsukamurella sp. - + - - - -
Acinetobacter johnsonii - - - - - -
Klebsiella pneumoniae - - - - - -
Micrococcus luteus - - - - - -
Bacillus sp. X “ + - - - -
Bacillus subtilis - - - - - -
Pantoea agglomerans - - - - - -
Pseudomonas sp. E + - - - - -
Pseudomonas aeruginosa - - - - - -
Pseudomonas moraviensis + - - - - -
Leuconostoc sp. 2.2 + = 5 - - -
Stenotrophomonas sp. - + - - - -
Enterobacter agglomerans - + - - - -

Se utiliz6 extracto de levadura 1% y PGM 1% como inductor para o-manosidasa y o-fucosidasa
respectivamente. Se utilizo PNPM como sustrato para o-manosidasa y PNPF y PGM como sustrato de a-
fucosidasa. (S) Sobrenadante; (L) Lisado celular; (+) Presencia de actividad enzimatica; (-) Ausencia de
actividad enzimatica.

En el caso de levaduras, el screening de actividad enzimatica se llevo a cabo a nivel
extracelular en 6 cepas, identificandose actividad o-manosidasa en 5 de ellas:
Rhodotorula  mucilaginosa,  Rhodotorula  glutinis, — Aureobasidium  pullulans,

Wickerhamomyces anomalus y Pichia sp. PDA. Por otro lado, si bien no se identifico
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actividad o-fucosidasa cuando se utilizO PNPF como sustrato, si fue posible la
identificacion de dicha actividad en 4 cepas: Rhodotorula glutinis, Aureobasidium
pullulans, Wickerhamomyces anomalus y Pichia sp. PDA cuando el sustrato utilizado fue

PGM (Tabla 3.2).

Tabla 3.2- Screening de actividad a-manosidasa y a-fucosidasa extracelular en
levaduras

Actividad
Microorganismo a-manosidasa a-fucosidasa

PNPM PNPF PGM
Rhodotorula mucilaginosa + - +/-
Rhodotorula glutinis + - +
Aureobasidium pullulans + - +
Rhodotorula sp. Ro - - -
Wickerhamomyces anomalus + - +
Pichia sp. PDA + - +

Se utilizaron extracto de levadura 1% y fucosa 0.25% como inductor para a-manosidasa y a-fucosidasa
respectivamente. Se utilizo PNPM como sustrato para o-manosidasa y PNPF y PGM para evaluar actividad
a-fucosidasa. Sustrato PNPM o PNPF: (+) Presencia de actividad enzimatica, (-) Ausencia de actividad
enzimatica. Sustrato PGM: (+) Libera mas de 60 pug/mL de fucosa en 48 h, (+/-) libera entre 10-60 pg/mL
de fucosa en 48 h y (-) libera menos de 10 pg/mL de fucosa en 48 h.

Finalmente, se realiz6 el screening de actividad enzimaética extracelular en 9 cepas de
hongos filamentosos identificandose actividad o.-manosidasa en las cepas de Fusarium
sp. Y3, Trichoderma sp. Y5, Penicillium sp. EBV 95-17 y Aspergillus terreus BFQU 121.
Por otra parte, se identifico actividad a-fucosidasa utilizando PNPF como sustrato en el
hongo Fusarium sp. Y3 tanto cuando el inductor fue fucosa (0.25%) como PGM (1%) y
en el hongo Dichostereum sordulentum DS-1488. solo cuando el inductor fue PGM (1%)

(Tabla 3.3).
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Tabla 3.3- Screening de actividad a-manosidasa y a-fucosidasa extracelular en
hongos filamentosos

Actividad

Microorganismo o-manosidasa o-fucosidasa
PNPM PNPF® PNPF®

Fusarium sp. Y3 + + +
Dichostereum sordulentum ) ) +
DS-1488

Aspergillus sp. Y6 - - -
Mucor circinelloides H4 - - -
Trichoderma sp. YS + - -
Talaromyces sp. HS - - -
Penicillium sp. EBV 95-17 + - -
Penicillium sp. VA8 - - -
Aspergillus terreus BFQU 121 + - -

Se utiliz6 como inductor para a-manosidasa extracto de levadura 1% y en el caso de fucosidasa; (a)
fucosa 0.25% y (b) PGM 1% como inductor. (+) Presencia de actividad manosidasa, (-) Ausencia de
actividad manosidasa.

Debido a que en la literatura la mayoria de los reportes de actividad a-manosidasa es en
bacterias, en particular para el género Bacillus [5, 63-64] y que la purificacién de una
enzima extracelular es mas sencilla que una intracelular se seleccionaron las dos bacterias
del genero Bacillus en las que se identificé actividad a.-manosidasa extracelular (Bacillus
sp. 12.22 y Bacillus sp. X) para evaluar las mejores condiciones de cultivo que permitan
maximizar la produccion de a-manosidasa (Tabla 3.1). Por otro lado, en relacion a las
enzimas con actividad a-fucosidasa, dado que el seguimiento de dicha actividad es mas
facil cuando se utiliza el sustrato PNPF y que solo se identificaron hongos que expresan
actividad a-fucosidasa identificada con este sustrato se seleccionaron los hongos
Dichostereum sordulentum DS-1488 y Fusarium sp. Y3 para evaluar las mejores

condiciones de cultivo que permitan maximizar la produccion de a-fucosidasa (Tabla

3.3).

3.2.2. Evaluacion de las mejores condiciones de crecimiento de cultivos de Bacillus

sp. 12.22 y Bacillus sp. X para maximizar la produccion de a-manosidasa

A los efectos de identificar las variables que tenian incidencia en la produccion de a-
manosidasa y determinar las mejores condiciones para su produccion, se realiz6 un disefio
factorial de cuatro factores en dos niveles utilizando el software Design Expert. Las a-

manosidasas son inducibles utilizando mananos o extractos de levadura como fuente de
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carbono. Los mananos de levadura son polisacaridos altamente ramificados, constituidos
por una cadena principal de manosas unidas por enlace a-1,6 con ramificaciones de
manosas unidas por enlace a-1,2 y a-1,3 [5,63].

Es por eso que se resuelve a estudiar el efecto de dos fuentes de carbono/inductor, extracto
de levadura e hidrolizado comercial de mananos de levadura (Bio-Mos) [55]. Los otros
factores estudiados fueron: concentracion de la fuente de carbono (0.5% - 2%);
temperatura (30°C - 37°C) y tiempo de incubacion (24 h - 72 h).

Como respuesta se evalud la velocidad de la a-manosidasa extracelular, expresada en
mUA/h. En la Figura 3.1 se puede apreciar que la velocidad de la o-manosidasa de
Bacillus sp. 12.22 fue superior cuando el inductor estudiado fue el extracto de levadura
en relacion con Bio-Mos, obteniéndose los mejores resultados para una concentracion de

2%, 24 horas y 30°C (ver Anexo [ —5).

A Extracto de levadura

Velocidad (mUA/h)

Velocidad (mUA/D)

Bio Mos 37 oC

Velocidad (mUA/h)

24 05

Figura 3.1 — Gréficos de superficie de respuesta correspondiente a la optimizacion de las condiciones
de cultivo de Bacillus sp. 12.22 para maximizar la produccion de a-manosidasa. A) Inductor extracto
de levadura. B) Inductor Bio-Mos.
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Para el caso del Bacillus sp. X, nuevamente se obtuvo una mayor velocidad enzimatica
utilizando como fuente de carbono/inductor extracto de levadura (ver Anexo I — 6). Sin
embargo, en este caso las mejores condiciones fueron 2% de extracto de levadura durante

72 horas a 30°C (Figura 3.2).
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Figura 3.2 — Graficos de superficie de respuesta correspondiente a la optimizacion de las
condiciones de cultivo de Bacillus sp. X para maximizar la produccion de a-manosidasa. A)
Inductor Extracto de levadura; B) Inductor Bio-Mos.

Sin embargo, si se quisieran reducir los tiempos de incubacion se podria realizar el
crecimiento de cultivo utilizando Bio-Mos como fuente de carbono/inductor e incubando
el cultivo a 37°C durante 24 horas donde si bien se obtienen una actividad un poco menor
de a-manosidasa se reducen notoriamente los tiempos de incubacion (Figura 3.2).

Si se comparan las velocidades de a-manosidasa en las mejores condiciones para ambas
bacterias la misma es levemente superior para la cepa de Bacillus sp. 12.22 por lo que se
resolvio avanzar con la purificacion de a-manosidasa de dicho microorganismo como se

describe en el capitulo 5.
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3.2.3. Evaluacion de las mejores condiciones de crecimiento de cultivos de
Fusarium sp. Y3 y Dichostereum sordulentum DS-1488 para maximizar la

produccion de a-fucosidasa

En una primera instancia se estudi6 la incidencia del inductor (fucosa o PGM) y el tiempo
de cultivo (5-7 dias) en la produccion de a-fucosidasa extracelular por los hongos
Fusarium sp. Y3 y Dichostereum sordulentum DS-1488, evaluando la actividad
enzimatica en el sobrenadante de cultivo. Si bien, en los ensayos de screening inicial se
habia identificado la presencia de actividad a-fucosidasa extracelular cuando se crecid el
hongo Fusarium sp. Y3, tanto utilizando fucosa como PGM como inductor, al medir la
actividad a-fucosidasa en los sobrenadantes de cultivo, la misma fue muy baja cuando el
hongo se creci6 utilizando PGM 1% en relacion con el uso de fucosa 0.25% (Figura 3.3).
Por otra parte, la actividad a-fucosidasa producida cuando el cultivo se incub6 durante 5
dias a 30°C utilizando fucosa 0.25% fue levemente superior a cuando se incubd en las

mismas condiciones durante 7 dias.
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3
o
N 0,15 o
= rd »
L) .-._.—
0,10 '%‘
0,05 2 U/L
e
"‘.t”. .................................. @ M0 B (R 0l7 U/L
0,00 &=
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h)
® Fucosa 5dias ® Fucosa 7 dias PGM 5dias ® PGM 7 dias

Figura 3.3- Actividad a-fucosidasa extracelular en cultivos de Fusarium sp. Y3
Se mide la velocidad con que se hidroliza el sustrato en funcion del tiempo y de la
pendiente se puede calcular la actividad como se detalla en la seccion de materiales y
métodos.

De la evaluacion de la actividad de a-fucosidasa en los sobrenadantes de cultivo del hongo

Dichostereum sordulentum DS-1488 se puede concluir que, a diferencia de Fusarium sp.
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Y3, la actividad de esta es muy superior cuando se utiliza PGM como inductor en relacion
con fucosa (Figura 3.4). Nuevamente la actividad enzimatica es levemente superior

cuando el cultivo se crece durante 5 dias respecto a 7 dias.
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Figura 3.4- Actividad a-fucosidasa extracelular en cultivos de Dichostereum
sordulentum DS-1488. Se mide la velocidad con que se hidroliza el sustrato en
funcioén del tiempo y de la pendiente se puede calcular la actividad como se detalla
en la seccion de materiales y métodos.

Cuando se compara la actividad de la a-fucosidasa producida en las mejores condiciones
para cada uno de los hongos se observa que la de Dichostereum sordulentum DS-1488 es
el doble de la Fusarium sp. por lo que se procedid a la evaluacion de las mejores
condiciones de crecimiento de cultivo para el hongo Dichostereum sordulentum DS-1488
para maximizar la produccion de a-fucosidasa.

En esta oportunidad se realizé un disefio factorial de tres factores en dos niveles con
puntos intermedios de acuerdo con lo que se describe en materiales y métodos. Los
factores evaluados fueron: concentracion de PGM (1% - 3%), temperatura (28 °C - 32 °C)
y tiempo de incubacioén (5 - 9 dias) correspondiendo los puntos intermedios a 2% PGM,
30°Cy 7 dias.

Los resultados obtenidos indicaron que la temperatura no es un factor relevante ya que se
obtienen resultados similares en el rango estudiado (Figura 3.5). En lo que tiene que ver
con los otros parametros estudiados, la mayor actividad a-fucosidasa se obtuvo para una
concentracion de PGM de 3% y una incubacion de 9 dias (ver Anexo [ — 7).

Las predicciones del modelo matematico generado por el programa Design Expert
indican que en condiciones de cultivo de 30 °C, al cabo de 7 dias se obtiene un 72 % de
la actividad que se obtendria en un cultivo de 9 dias. Por otro lado, a los efectos practicos

se facilita realizar incubaciones de 7 dias en lugar de 9 dias. Por lo cual, para continuar
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con la purificacion de la a-fucosidasa de Dichostereum sordulentum DS-1488 que se

describe en el capitulo 4 se resuelve crecer el hongo en el medio de induccion Czapex-

fucosidasa conteniendo 3% de PGM, a 30°C y 150 rpm durante 7 dias.
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Figura 3.5 — Grificos de superficie de respuesta correspondiente a la optimizacion de las condiciones

de o-fucosidasa.
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A lo largo de este capitulo se describi6 el screening de a.-manosidasa y o

diferentes cepas de bacterias, levaduras y hongos filamentosos, selecciondndose aquellos

de enzima. Se evaluaron las
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microorganismos donde se evidenci6 una buena producci

mejores condiciones de crecimiento de cultivo que permitiera maximizar la produccion

de la enzima correspondiente y finalmente se seleccionaron las cepas Bacillus sp 12.22'y

el hongo Dichostereum sordulentum DS-1488 para purificar la o-manosidasa y o-

fucosidasa respectivamente. Su purificacion se describe en los siguientes capitulos de esta

tesis.
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CAPITULO 4. PURIFICACION DE o-FUCOSIDASA

4.1. Introduccion

Las a- fucosidasas (EC 3.2.1.51) son glicosidasas con especificidad para la hidrolisis de
unidades de a-L-fucosa terminales de glicoproteinas y glicolipidos [35,86-87]. Por lo
tanto, juegan un rol importante en el procesamiento de glicanos fucosilados, en particular
en la degradacion de glicanos intestinales en aquellas que provienen de microorganismos
que se alojan en el intestino [70-72]. Estas enzimas se han reportado en bacterias, hongos,
plantas al igual que en mamiferos y su especificidad de sustrato depende de su origen [70-
71,73]. Se encuentran clasificadas en la base de datos CAZy (www.cazy.org), en las
familias GH29, GH95 y GH151.

En la bibliografia se han descripto a-fucosidasas con distintas estructuras cuaternarias
desde monomeéricas hasta tetraméricas con pesos moleculares que van desde 80 kDa hasta
240 kDa. El pH optimo de las mismas se encuentra en el rango acido (4.5-7) y la
temperatura Optima entre 50-60 °C [67-71,78-81]. En este capitulo se describe la
purificacion y caracterizacion de una o-fucosidasa de Dichostereum sordulentum DS-

1488.

4.2. Resultados

4.2.1. Purificacion de o-fucosidasa de Dichostereum sordulentum DS-1488

Para la purificacion de la o-fucosidasa se partié del hongo Dichostereum sordulentum
DS-1488. Esta cepa es de un basidiomycete aislada de plantaciones de eucaliptus en
Uruguay y se encuentra depositado en el herbario de la Facultad de Ciencias con el
numero del grupo de investigacion de micologia de dicha Facultad (MVHCS5370)
(referencia: Martinez S, Nakasone K (2014) New records of interesting corticioid
Basidiomycota from Uruguay. Check List 10(5): 1237-1242.
https://doi.org/10.15560/10.5.1237) [88]. Este hongo se mantiene en la coleccion del

laboratorio de Biocatalisis y Biotransformaciones de la Facultad de Quimica como DS-
1488. De este mismo hongo ya se ha reportado la purificacion de otras enzimas como
lacasa [89].

El hongo Dichostereum sordulentum DS-1488 se crecid en el medio de induccion
Czapex-fucosidasa conteniendo 3% de PGM durante 7 dias a 30°C y 150 rpm,
condiciones previamente evaluadas en el capitulo 3. Se separ6 el sobrenadante de cultivo

por centrifugacion y en una primera etapa se realiz6 una precipitacion fraccionada con
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(NH4)2S04 (30%, 50% y 80%). Se evalud presencia de actividad a-fucosidasa en las
distintas fracciones utilizando el ensayo de identificacion de actividad enzimatica
descripto en la seccion 2.4 de materiales y métodos. Como se puede ver en la Figura 4.1
la precipitacion fraccionada no solo permitié concentrar las proteinas del sobrenadante
sino también una purificacion parcial, ya que la actividad a-fucosidasa se recupera en el
precipitado con 80% de (NH4)2SO4, mientras que se observa precipitacion de otras

proteinas en el precipitado con 50% de (NH4)2SO4.

Pptado 30%
P30
Hoso, < P30
30% (’ X Pptado 50%
N (NHs0, (Pl
Tu 50% / a-Fuc 3¢ oiag
Sobrenadante Sobrenadante 30% . platsn,Sl)%
a-Fuc
(200mL) Sobrenadante 50% <
(Ss0) . Sobrenadante 80%
a-Fuc . (Sgo)
a-Fuc ¢

PM SN  S30 P30 S50 P50 S80 P80

Figura 4.1 Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) de la precipitacion fraccionada con
(NH4)2S04 del sobrenadante de cultivo de D. sordulentum DS-1488. PM: estandares de peso molecular;
SN: Sobrenadante de cultivo; S30 sobrenadante de la precipitacion 30% (NH4)2SO4; P30: precipitado 30%
(NHa4)2S04; S50: sobrenadante de la precipitacion 50% (NH4)>SO4; P50: precipitado 50% (NH4)>SO4; S80:
sobrenadante de la precipitacion 80% (NH4)>SO4; P80: precipitado 80% (NH4)2SOs.

A continuacion, se dializ6 el precipitado de 80% redisuelto contra buffer fosfato de sodio
20 mM pH 7.5 y se realizé un intercambio anionico utilizando el equipo Akta Purifier. Se
adsorbio el precipitado redisuelto y dializado en una columna High trap Q HP 5 mL
eluyendo con gradiente de cloruro de sodio (0-1M). Las fracciones en las que se identifico
actividad a-fucosidasa eluyeron con una fuerza ionica de entre 0.7-0.8M (Figura 4.2A) y
corresponden a las fracciones 59-63 cuyo perfil electroforético se muestra en la Figura

4.2B. A los efectos de optimizar la purificacion se repitid el intercambio anidnico, pero
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realizando una elucion por saltos de fuerza ionica (0.7 M, 0.8 M, 0.9 M, 1.0 M de NaCl).
Como se puede ver en la (Figura 4.3 A) las proteinas con actividad a-fucosidasa eluyeron
del intercambiador anidénico con una fuerza iénica de 0,8 M (fracciones 29-34) y

presentaron un perfil electroforético similar al observado cuando la elucion se realizo por

gradiente (Figura 4.2).
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Figura 4.2- Intercambio ani6nico del precipitado con (NH4)2SO4 80% del sobrenadante de cultivo de
D. sordulentum DS-1488. A) Elucion por gradiente de NaCl. En azul se grafica la A280, en verde la
concentracion de NaCl y en rojo se indican las fracciones con actividad o-fucosidasa B) Electroforesis en
condiciones desnaturalizantes de las fracciones del intercambio iénico. PM: Estandares de PM; P80:
precipitado con 80% (NH4),SO4; 59-63: Fracciones con actividad a-fucosidasa.

A 4000 4 2,00 B
3500 ‘W
{ 160
3000 LMW
L 97kDa
2500 1 120
° s 66kDa
Ezooo F E 45kDa
- 4 0,80
1500 | 30kDa
1000 1 040 20,1kDa
500 | 14,4kDa
_PM P8O 29 30 31 32 33 34
. —
0 ' : - 0,00
0 20 40 60 80 100 120 140
Volimen de elucion (mL)
—— mAU ——[NaCl]M

Figura 4.3- Intercambio aniénico del precipitado con (NH4)2SO4 80% del sobrenadante de cultivo de
D. sordulentum DS-1488. A) Elucion por saltos de NaCl. En azul se grafica la A280, en verde la
concentracion de NaCl y en rojo se indican las fracciones con actividad o-fucosidasa B) Electroforesis en
condiciones desnaturalizantes de las fracciones del intercambio ionico. PM: Estandares de PM; P80:
precipitado con 80% (NH4),SO4; 29-34: Fracciones con actividad a-fucosidasa.

Una vez que se determind que la a-fucosidasa se adsorbia a un intercambiador aniénico
y eluia con una fuerza idnica de 0.8M se resolvio escalar el proceso realizando la
adsorcion al intercambiador en batch utilizando la resina Capto Q (10 mL). De esta forma

fue posible adsorber 16 mL de precipitado con 80% de (NH4)>SO4 redisuelto y dializado.
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Como se muestra en la figura 4.4, si bien el paso de intercambio anidnico permitio
continuar concentrando las proteinas, la pureza de las fracciones con actividad o-
fucosidasa estdn aun lejos de tener una pureza adecuada. En este contexto se resolvid
realizar un pool con todas las fracciones del intercambio i6nico con actividad a-

fucosidasa y continuar su purificacion incorporando un paso de cromatografia de

BNPFSCTPBO™SB., 52 53 5N 56 57

exclusion molecular.

A 35 - 0,04
30 4 0,035
{ 0,03

" —
25 97kDa
4 0,025 66kDa
o 20 r
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{ 0,01
20,1kDa
5F { 0,005
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14,4kDa
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Fracciones
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Figura 4.4- Intercambio ionico del precipitado con 80% (NH4)2SO4 sobrenadante de cultivo del D.
sordulentum realizado en batch y eluido con 0.8 M NaCl. A) Diagrama de elucion. B) Evaluacion por
SDS-PAGE de las fracciones del Intercambio ionico: PM Estandares de PM; SC Sobrenadante de
cultivo; P80 Precipitado con (NH4)>SO4 80% redisuelto y dializado; P percolado del intercambio i6nico;
52-57 Fracciones 52-57 del eluido con NaCl 0.8M.

A tales efectos dicho pool se dializé contra buffer fosfato de sodio 20 mM pH 7.5 y se
liofilizo para concentrarlo. Se retom6 en un minimo volumen de agua, y se sembré en una
columna Superdex 200 10/300, eluyendo con buffer fosfato de sodio 50 mM pH 7.5; NaCl
0.15 M. Del cromatograma de elucion correspondiente (Figura 4.5) se pudo concluir que
las fracciones con actividad o-fucosidasas eluyeron con un volumen de elucién que va de
13-17 mL coincidiendo con el descenso del segundo pico de elucion. Esto haria suponer

que se logrd una purificacion apreciable en dichas fracciones.
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Figura 4.5- Cromatograma de eluciéon de la Gel filtracion de la fraccion concentrada del eluido del

intercambio ionico.

A continuacion, se analizd la pureza de dichas fracciones mediante electroforesis
desnaturalizante (Figura 4.6). En la misma se puede observar en las fracciones 25-28,
correspondiente a los volimenes de elucion de 12.5 a 14 mL, una banda relativamente
pura con un peso molecular del entorno de los 97 kDa. Dicha banda se observa también
en las fracciones 29-32 (volumenes de elucion de 14-16 mL) pero ya comienza a estar
impurificada con proteinas de menor peso molecular que eluirian en el siguiente pico de
la gel filtracion. Por lo cual, se realizé un pool con las fracciones 25-28 (pool 1) y otro
con las fracciones 29-32 (pool 2), se concentraron por liofilizacién y se retomaron en un
minimo volumen de agua. Ambas fracciones presentaron actividad a-fucosidasa similar,
pero de acuerdo con los resultados del control electroforético el grado de pureza es mayor

para el pool 1 (Figura 4.6).
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Figura 4.6- Control electroforético de las fracciones de la Gel filtracion. PM Estandares de PM; PII
Pool del intercambio idnico; 25-32 Eluidos de la cromatografia de exclusion molecular correspondientes a
los volimenes entre 13 y 17 mL.

Una vez optimizado el proceso de purificacion, y a los efectos de obtener cantidad de a-
fucosidasa suficiente para su caracterizacion, se repitié todo el procedimiento partiendo
de cuatro cultivos de 200 ml cada uno. Se realizd una precipitacion fraccionada con
(NH4)2S04 50 y 80 %, a continuacion, el precipitado de 80% se redisolvié en buffer
fosfato de sodio 20 mM pH 7.5, se dializé contra el mismo buffer y se le realizé un
intercambio anionico utilizando la resina Capto Q. Se eluyd con el mismo buffer
suplementado con 0.8 M de NaCl y el pool de las fracciones del eluido con actividad a-
fucosidasa se dializ6 contra buffer fosfato de sodio 20 mM pH 7.5, se liofiliz6 y se retom6
en un minimo volumen de agua. Finalmente se realiz6 una gel filtracion utilizando
columna Superdex 200 10/300. Con las fracciones con actividad a-fucosidasa de la gel

filtracion se hicieron tres pooles teniendo en cuenta el grado de pureza de los mismos

(figura 4.7).
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Figura 4.7 Control electroforético del proceso completo de purificacién. PM: Estandares de PM; SC:
Sobrenadante de cultivo; P50: precipitado con 50% (NH4)>SO4; P80: precipitado con 80% (NH4)2SO4; P:
Percolado del intercambio i6nico; II: Pool del intercambio i6nico; 10-18 Eluidos de la cromatografia de
exclusién molecular correspondientes a los volimenes entre 12 y 16 mL.

En la tabla 4.1 se puede observar el cuadro de purificacion obtenido considerando las
cuatro purificaciones. De la misma se puede concluir que los distintos pasos de
purificaciéon incrementan la pureza de la enzima, pero con bajos rendimientos de
purificacion fundamentalmente en el ultimo paso de la gel filtracion. Esto es algo que ya

ha sido observado para la purificacion de a-fucosidasa [69,78].

Tabla 4.1 Cuadro de purificacion de a-fucosidasa de D. sordulentum DS-1488

Etapa Vol (mL) UE (mUE) [Prot] AE FP %
(mg) (mUE/mg) Recuperacion

Sobrenadante 164 +4 2676 £ 1208 566 + 60 5+ 2 1 100
Precipitado 16 £0.6 1000+ 367 73+9 14+ 4 3 37
SA
Pool Eluido 11 1 04 496+ 136 17+4 30+ 1 6 19
Pool 1 GF 05+03 22+ 19 02+0.1 92 £33 19 1
Pool 2 GF 03+0.2 75+ 34 05+£03 15127 32 3
Pool 3GF 09+£0.6 130+ 63 3+1 44 +11 9 5

En este Gltimo paso se generaron tres pooles con distinto grado de actividad especifica y
pureza. Si bien el pool 2 es el que presentd una mayor actividad especifica debido a una
mayor actividad o-fucosidasa, de acuerdo con la electroforesis el grado de pureza es
menor. Dependiendo de la aplicacion que se le vaya a dar a la enzima es el grado de
pureza requerido. Cuando la a-fucosidasa va a ser utilizada como herramienta en andlisis
glicomico para la remocion selectiva de fucosa, de forma de poder caracterizar el rol

biologico de la fucosa, la misma debe ser extremadamente pura aun cuando esto
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signifique que se tenga que sacrificar el rendimiento de purificacion. Para otras
aplicaciones podrian utilizarse fracciones con menor grado de pureza como es el caso de
los pooles 2 y 3. A los efectos de la caracterizacion de a-fucosidasa se continu6 trabajando

con el pool 1.

4.2.2. Caracterizacion de la o-fucosidasa de Dichostereum sordulentum DS-1488
4.2.2.1. Determinacion de Peso Molecular

La determinacion del peso molecular de la a-fucosidasa de D. sordulentum DS-1488 se
realizé combinando experimentos de exclusion molecular y electroforesis en condiciones
desnaturalizantes. Se sembr6 la a-fucosidasa purificada en la columna Superdex 200
10/300 previamente calibrada con estdndares de PM. Con el volumen de elucion
correspondiente a la a-fucosidasa (12.7 mL) se calcul6 su Kav (0.258) e interpolando en

la curva de selectividad correspondiente se determind que el PM de la misma era de

213.840 Da (Figura 4.8).
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Figura 4.8- Diagrama de elucion de la cromatografia de exclusion molecular de la o-fucosidasa
purificada y los correspondientes estaindares de PM.

Paralelamente se determiné el peso molecular utilizando electroforesis desnaturalizante,
interpolando el Rf (0.2) de la banda correspondiente a la a-fucosidasa purificada en la
curva de calibracion realizada con los estandares de PM (log PM vs Rf). De esta forma

se determino que el peso molecular de la banda era de 92.688 Da (Figura 4.9).
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Figura 4.9- Determinacion de PM por electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

Teniendo en cuenta que la determinaciéon de PM por cromatografia de exclusion
molecular permite estimar el peso molecular de la proteina nativa, mientras que en una
electroforesis desnaturalizante lo que se puede estimar son los pesos moleculares de las
subunidades y que, el cociente entre el PM determinado por cromatografia de exclusion
molecular (213.840 Da) y el determinado por SDS-PAGE (92.688 Da) es de 2.3 se pudo
concluir que la a-fucosidasa de D. sordulentum DS-1488 es una proteina homodimérica
con un peso molecular del entorno de 214 kDa. Se han descripto en bibliografia o.-
fucosidasas homodiméricas con pesos moleculares de 285 kDa (B. circulans), 196 kDa
(B. cereus) 200 kDa (Bacillus sp.); heterotetraméricas con peso molecular 240 kDa

(Thermus sp.) y monoméricas con peso molecular de 80kDa (Fusarium oxysporum)y 59

y 76 kDa (Streptomyces sp.) [67, 69,71,78-80].

4.2.2.2. Determinacion de condiciones optimas

La determinaciéon de pH optimo se realizé midiendo los pmoles de PNP / mL liberados
por minuto a distintos pHs (4.0, 5.0, 6.5, 7.4, 8.5, 9.5) y 37 °C, utilizando PNPF como
sustrato. En la (Figura 4.10 A) se puede observar que el pH 6ptimo se encuentra en el
entorno de 4.0 disminuyendo la actividad de la enzima hacia pHs mas alcalinos. Mientras
que a pH 6.5 alin se mantiene un 82% de la actividad de la enzima, a pH 7.4 ya decae a
un 17%. Esto es coincidente con lo reportado en bibliografia, donde los pH 6ptimos
descriptos para las a-fucosidasas se encuentran en el entorno de 4.5-7.0 [67-70, 78-81].
La determinacion de la temperatura 6ptima se realizé midiendo los pmoles de PNP/ mL

liberados por minuto a pH 4.0 y distintas temperaturas (37°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C,
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70°C, 80°C) utilizando el PNPF como sustrato. En la (figura 4.10 B) se puede observar
que la temperatura 6ptima se encuentra en un rango de 60°C a 70°C, coincidiendo con lo

reportado en bibliografia [67-68, 71,78-79].
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Figura 4.10 — Determinacion de condiciones 6ptimas de la a-fucosidasa de D. sordulentum. DS-1488
A) pH é6ptimo; B) Temperatura dptima

4.2.2.3. Determinacion de parametros cinéticos

Los parametros cinéticos se evaluaron utilizando PNPF (0.1-10 mM) como sustrato. El
perfil obtenido de la linealizacion de Lineaweaver-Burk presenta un perfil que se ajusta
a una inhibicion por sustrato (Figura4.11 A) [90]. Este perfil ya ha sido descripto para a-
fucosidasas [81]. Con los valores de la porcion lineal del grafico se determinaron la
constante de Michaelis Menten (0.27 £ 0.06 mM) y la velocidad méaxima (3.3 = 0.3
pumoles PNP/min x mg). Si se observa el grafico de velocidad inicial en funcion de la
concentracion de sustrato el comportamiento es compatible con una inhibicion por
sustrato. Se observa que al aumentar la concentracion de sustrato la velocidad aumenta
hasta alcanzar un 90% de la Vmax cuando la concentracion de sustrato es 2 mM (7.4
veces la Km) para luego disminuir poniendo de manifiesto que altas concentraciones de
sustrato inhiben la enzima. Los parametros cinéticos determinados son coincidentes con

los reportados en bibliografia [66,68,71, 81,91].

56



1,6 | °

1,2

1/V,

0,8

0,4

B 20 r

1,0 -

V, (UE/mL)

05 r

O’O 1 1 1 1 1 ]
0 2 4 6 8 10 12

[PNPF] mM

Figura 4.11 Determinacion de los parametros cinéticos de a-fucosidasa de
D. sordulentum DS-1488. A) Grafico de Lineaweaver-burk; B) Grafico de
Michaelis Menten

En suma, se logré purificar y caracterizar la a-fucosidasa de Dichostereum sordulentum
DS-1488, resultando ser una proteina homodimérica con un PM de 214 kDa que presenta
un pH optimo de 4.0 y una temperatura optima de 70 °C. Tiene una Km de 0.27 mM y
presenta inhibicion por sustrato. Si bien se logrd un alto grado de purificacion el mismo
trae como contrapartida muy bajos rendimientos.

En ese sentido seria interesante identificar mediante técnicas moleculares el gen que
codifica la enzima, para poder disefiar una estrategia de produccion de un microorganismo
recombinante que porte y exprese dicho gen dado que aumentaria los rendimientos de
purificacion. Por otra parte, a futuro y con el objetivo de incrementar la caracterizacion

de la enzima se deberian realizar ensayos de especificidad de sustrato.
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CAPITULO 5. PURIFICACION DE 0.-MANOSIDASA

5.1. Introduccion

Las a-manosidasas (a-D-mandsido mano hidrolasa EC 3.2.1.24) son glicosidasas con
especificidad para la hidrolisis de unidades de o-manosa terminales y juegan un rol
importante en el procesamiento de glicanos con alto contenido de manosa. Esto las
convierte en herramientas ttiles para el anélisis del rol bioldgico que cumplen los glicanos
manosilados [55]. Se encuentran clasificadas en base a su similitud de secuencia en la
base de datos CAZy (Carbohydrate Active Enzymes) en los grupos GH38. GH47 y GH92.
A su vez se pueden clasificar en clases [ y II en funcidon de sus mecanismos cataliticos,
especificidad de sustratos e inhibidores como se describe en detalle en la introduccion
[5,57-62]. Son enzimas ubicuas pudiendo purificarse de plantas, animales y
microorganismos. En el caso de las de origen microbiano se puede inducir su expresion
utilizando mananos o extractos de levadura como fuente de carbono. En su mayoria
presentan un pH Optimo entre 5 y 7, temperatura 6ptima entre 40-50°C y son estables en
pHs neutros o alcalinos. Generalmente son proteinas oligoméricas compuestas por cuatro
o seis subunidades con un alto peso molecular [5,59,61,63-65]. En este capitulo nos

enfocamos en la purificacion de la o-manosidasa de Bacillus sp. 12.22.

5.2. Resultados

5.2.1. Purificacion de a-manosidasa de Bacillus sp. 12.22

Como se describio en el capitulo 3 dentro de las cepas bacterianas en las que se identifico
actividad a.-manosidasa extracelular se seleccion¢ el Bacillus sp. 12.22 para proceder a
la purificacion de la misma. Se creci6 el microorganismo en las condiciones previamente
evaluadas en el capitulo 3, medio de induccion conteniendo un 2% de extracto de
levadura, durante 24 horas a 30°C y 150 rpm.

Como primer paso para concentrar la a-manosidasa se llevo a cabo una precipitacion
fraccionada con sulfato de amonio (30%, 50% y 80%) de acuerdo con el esquema de la
Figura 5.1, evaludndose las distintas fracciones mediante SDS-PAGE e identificacion de

actividad enzimatica.
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Figura 5.1 Esquema de purificacion por precipitacion fraccionada con sulfato de amonio

Se observo presencia de proteinas en todos los precipitados con distintas concentraciones

de (NH4)2SO4, aunque con mucha menor intensidad en el de 50% (Figura 5.2). Cuando

se evaluo presencia de actividad a-manosidasa utilizando el ensayo de identificacion de

actividad enzimatica descripto en materiales y métodos, se detecté actividad o-

manosidasa en los sobrenadantes de precipitacion de 30% y 50%, pero en ninguno de los

precipitados. Esto estaria indicando que la o-manosidasa precipitaria con una

concentracion de (NHs)2SO4 de 80% pero con pérdida de su actividad, o bien permanece

en solucion en una concentracion de (NH4)2SO4 de 80% pero en forma inactiva. Si bien

estos resultados reflejan que la precipitacion fraccionada con sulfato de amonio permitiria

una purificacion parcial de la enzima no es de utilidad ya que la actividad enzimatica se

pierde durante el proc

€S0.
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530 P30 S50
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Figura 5.2 Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) del fraccionamiento salino
de Bacillus sp. 12.22. PM: Estandares de PM; SC: Sobrenadante de cultivo; S30:
Sobrenadante de la precipitacion con 30% de (NH4)2SO4; P30: Precipitado con 30% de
(NH4)2SO4; S50: Sobrenadante de la precipitacion con 50% de (NH4).SO4; P50:
Precipitado con 50% de (NH4)>SO4; S80: Sobrenadante de la precipitacion con 80% de
(NH4)2SO4; P80: Precipitado con 80% de (NH4)>SOa4.
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En este contexto, se procedio a evaluar la precipitacion con solventes organicos como
estrategia alternativa para la concentracion de la a-manosidasa de Bacillus sp. 12.22,
utilizando etanol 65%, isopropanol 65% y acetona 60%. Los precipitados obtenidos se
redisolvieron en un minimo volumen de buffer MES 10 mM pH 6.5, se evaluaron por
SDS-PAGE vy en las fracciones donde se identifico actividad enzimatica se procedio a su
cuantificacion. En la figura 5.3 A se puede observar para los tres solventes estudiados un
aumento de la concentracion de las proteinas en relacion con el sobrenadante de cultivo
con un perfil de bandas muy similar. El precipitado redisuelto correspondiente a las
precipitaciones con etanol 65% y acetona 60 % presentd una actividad de 0.7 UE/mL
mientras que el correspondiente a la precipitacion con isopropanol fue de 0.9 UE/mL por

lo cual se resolvid continuar trabajando con este ultimo (Figura 5.3B).

LMW A Actividad o-manosidasa B
97kDa 035 0,9 UE/mL
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66kDa 057 UE/mL
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Figura 5.3 A) Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) de la precipitacién con solvente del
sobrenadante de cultivo de Bacillus sp. 12.22. PM: Estandares de PM; SC: Sobrenadante de cultivo;
A: Precipitado con acetona 60% redisuelto; E: Precipitado con Etanol 65 % redisuelto; IP: Precipitado
con isopropanol 65% redisuelto. B) Actividad manosidasa

El precipitado con isopropanol 65% redisuelto se dializé contra buffer MES 10 mM pH
6.5; 2.5 mM CaCl: a los efectos de remover contaminantes de bajo peso molecular que
pudieran interferir con el proceso de intercambio idnico con el que se continud la
purificaciéon. Como forma de definir si la estrategia mas conveniente era el uso de un
intercambiador anidénico o catidnico, se realizaron experimentos independientes de
intercambio i0nico en batch utilizando DEAE-Sepharosa (intercambiador anidnico) y SP-
Sepharose (intercambiador cationico). La adsorcion se realizd con buffer MES 10 mM
PH 6.5; CaCl> 2.5 mM y se eluyd por aumento de fuerza idnica suplementando ese mismo
buffer con NaCl 1M. Se evalud presencia de actividad a-manosidasa en los percolados y
eluidos de ambos intercambios, observandose actividad en el percolado del

intercambiador catidénico (SP-Sepharose) y en el eluido del intercambiador anidnico
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(DEAE-Sepharose). Estos resultados permitieron seleccionar un intercambio anidénico
como segundo paso en el proceso de purificacion de la a-manosidasa del Bacillus sp.
12.22. El intercambio aniénico permitié concentrar las proteinas en relacioén con el paso
anterior de la precipitacion con isopropanol como se deduce del perfil electroforético del
eluido de dicho intercambio (Figura 5.4, carriles 6 y 7). Sin embargo, el perfil
electroforético sigue siendo muy similar lo que indica que no se logra un mayor grado de

pureza lo que hizo necesario continuar con la optimizacion de ese paso.
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Figura 5.4. Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) de las fracciones de la cromatografia
de intercambio i6nico de la a-manosidasa de Bacillus sp. 12.22. 1: Estandares de PM; 2:
Sobrenadante de cultivo de Bacillus sp. 12.22; 3: Precipitado con isopropanol; 4: Precipitado de
isopropanol dializado; 5: Percolado DEAE Sepharose; 6 y 7: Eluido DEAE Sepharose; 8: Percolado
SP sepharose; 9 y 10: Eluido SP sepharose

A tales efectos se realizo un intercambio anidnico en el equipo Akta Purifier utilizando
una columna de intercambio anidnico High trap Q HP de 5 mL eluyendo por gradiente de
NaCl (0 — 1.2M). Las fracciones donde se identifico presencia de actividad a-manosidasa
eluyeron en un rango de volumen de 74-82 mL correspondiente a una fuerza idnica de
entre 0.64-0.81 M (Figura 5.5). A su vez en la figura 5.6 se puede apreciar el perfil
electroforético de las distintas fracciones del intercambio i6nico. En los carriles 8 y 9
correspondientes a las fracciones con actividad a-manosidasa se observan dos bandas
mayoritarias con PM de 50 kDa y 25 kDa. Dichos pesos moleculares fueron calculados

mediante regresion lineal utilizando los estandares de PM.
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Figura 5.5 Diagrama de elucion del intercambio iénico en columna High Trap QHP. En azul se
grafica la A280 (mU); En verde se grafica el gradiente de elucion con Cloruro de sodio y en rojo se

enmarcan las fracciones con actividad o-manosidasa.
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Figura 5.6 Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) de las fracciones del
intercambio i6nico en columna High Trap QHP. 1- Estandares de PM; 2- Sobrenadante de
cultivo; 3-Precipitado con isopropanol 65% dializado; 4-Percolado del intercambio i6nico;
5-Eluido del intercambio ionico (70-71 mL); 6-Eluido del intercambio i6nico (71-73 mL); 7-
Eluido del intercambio i6nico (73-74 mL); 8- Eluido del intercambio i6nico (74-77 mL); 9-
Eluido del intercambio i6nico (77-79 mL); 10- Eluido del intercambio ionico (79-86 mL).

Si bien en el eluido del intercambio i6nico se obtuvieron fracciones donde se identificod

presencia de actividad o-manosidasa la misma fue notoriamente menor a la actividad del

sobrenadante de cultivo. Mientras que el ensayo de identificacion de actividad enzimatica
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daba positivo a las 24 horas para el sobrenadante, recién al cabo de 48 horas se podia
detectar actividad en los eluidos. Esto nos hizo pensar que la enzima podria inactivarse
parcialmente debido a la precipitacion con isopropanol y posteriormente en el
intercambio al remover algin componente esencial para la actividad enzimatica. En
funcion de lo anterior se resolvid evaluar la factibilidad de precipitar la enzima con
menores concentraciones de isopropanol por lo que se procedid a la realizacion de una
precipitacion fraccionada con concentraciones de isopropanol de 20%, 35%, 50% y 65%.
No se observo precipitado con 20% de isopropanol pero si en las otras concentraciones
estudiadas. El perfil electroforético correspondiente a los precipitados a distintas

concentraciones de isopropanol confirma la presencia de proteina en los mismos (Figura

5.7).

No precipita P 35%
IP 20% o -man v P 50% b 659%
o -man X 5%
S 20% IP 35% o-man X
$35%

SN cultivo IP 50%/
35
o-man X .S 50% i S 65%
o -man X

o -man X

LMW

97KDa
66 KDa

45 KDa

30 KDa

20,1 KDa

14,4 KDa

1 2 3 4 5

Figura 5.7 Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) de 1la
precipitacion fraccionada con isopropanol del sobrenadante del cultivo
de Bacillus sp. 12.22. 1-Sobrenadante de cultivo; 2- Marcador de PM; 3-
Precipitado 35% isopropanol; 4-precipitado 50% isopropanol; 5- precipitado
65% isopropanol

En lo que respecta a la actividad a-manosidasa solo se detectd en el precipitado con

isopropanol 35%. Esto indicaria que la a-manosidasa ya precipita a concentraciones de
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isopropanol de 35% permitiendo en forma simultdnea una concentracion y purificacion
parcial de la misma. Por lo tanto, se continud trabajando con la precipitaciéon con
isopropanol 35%.

Se realizaron varios intercambios idnicos, adsorbiendo el precipitado con isopropanol
35% del sobrenadante de cultivo a la columna High Trap Q HP (5 mL) eluyendo tanto
con gradiente de NaCl, como por saltos de NaCl a concentraciones de 0.5; 0.6; 0.7 y
0.8M. En todos los casos se observo perdida de actividad en los eluidos, lo que hizo pensar
que o bien en la dialisis realizada luego de la precipitacion con isopropanol o en el
intercambio i6nico se estaba removiendo algiin componente critico para la actividad
enzimatica.

Dado que se ha reportado que algunas a-manosidasas requieren iones para su actividad,
[60,62,65,92-94] se evalud si la pérdida de actividad observada se debia a la remocién de
iones relevantes para la misma. Para eso, se gel filtr6 el sobrenadante de cultivo utilizando
Sephadex G25 como se describe en materiales y métodos, utilizando como eluyente
buffer MES 0,1 M pH 6,5 sin ninglin suplemento de sales. Luego se incubé con PNPM 5
mM en buffer MES 0,1 M suplementado con distintas concentraciones de las siguientes
sales: AcZn, MgCl,, CoClz, MnCl,, CaCl,, KCI y NaCl a 37°C durante 15 horas y se
midié A405 nm. Cuando se midi6 la A405 nm utilizando el sustrato suplementado con
AcZn, CoCl2 y MnCl: se observo una pérdida de la liberacion de PNP indicando pérdida
de actividad a-manosidasa. Sin embargo, la misma se recuperd cuando se evalud en
presencia de MgCl,, CaCl,, KCl o NaCl. Como se observa en la Figura 5.8 la mejor
condicion para evaluar la actividad o-manosidasa fue la presencia MgCl, 10 mM, por lo
cual en adelante se suplementaron todos los buffers con esta concentracion de cloruro de

magnesio.
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Figura 5.8. Efecto de los iones en la actividad enzimatica.

Se realiz6 un nuevo intercambio i6nico adsorbiendo a la columna High trap Q HP (5 mL)
el precipitado con isopropanol 35% de 400 mL de sobrenadante de cultivo, redisuelto en
buffer MES 10 mM pH 6,5; CaCl> 2.5 mM; MgCl>10 mM. La elucidn se realiz6 por saltos
de fuerza i6énca de 0.7M, 0.8 M y 0.96 M. Como se observa en la (figura 5.9) la a-

manosidasa eluyd con una concentracion de NaCl de 0.8M.

A 250 r12 [ B
1| tMw .
2.000 li e —
08 97 KDa . — —
= 1.500 66 KDa \ — — d— i
gE 06 45 KDa t P L —
% 1o Hos | 30KDa | == :
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Volumen (mL) St S 63 64 65 66

Figura 5.9. A) Diagrama de elucién del intercambio iénico en columna High Trap QHP (5 mL). En
azul se grafica la A280 (mU); En verde se grafica el gradiente de elucion con cloruro de sodio y en rojo se
enmarcan las fracciones con actividad a-manosidasa. B) Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)
de las fracciones del intercambio ionico en columna High Trap QHP. St- Estandares de PM; S-
Sobrenadante de cultivo; fracciones 63-66 — Eluidos del intercambio idénico (69-73 mL).

Sin embargo, el grado de pureza obtenido en las fracciones con actividad a-manosidasa
es mucho menor al obtenido con la elucion por gradiente (Figura 5.5). Por otra parte, se
continu6 observando una pérdida notoria de la actividad enzimética en los eluidos del

intercambio i6nico en relacion al sobrenadante de cultivo.
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Debido a la baja estabilidad de la a-manosidasa se decidié no continuar intentando

mejorar su purificacion, y si evaluar la purificacion de una a-manosidasa de otra fuente.

5.2.2. Evaluacion de actividad o-manosidasa en sobrenadante de cultivo de
levaduras y hongos

Se evalu6 la produccion de a-manosidasa en los sobrenadantes de cultivo de las levaduras
que habian presentado actividad a-manosidasa (Capitulo 3) utilizando tanto extracto de
levadura como Bio-Mos como inductor, sin embargo, la actividad enzimética resulto ser

muy baja en ambos casos (Figura 5.10).

Extracto de levadura 2%
0,300 @ Rhodotorula 6,1 X103 UE/mL
mucilaginosa
0,250 r Rhodotorula glutinis 1,5 X 103 UE/mL
—. 0,200 o
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o 0150 | pullulans
E Rhodotorula Ro
= 0,100
0050 | ® Wickerhamomyces 2,9 X103 UE/mL
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0,000 Ly &G : ® Pichia PDA 6,3 X 10 UE/mL
0,0 20,0 40,0
Tiempo (h)
Bio-Mos 2%
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— 0,200
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T L L L LC LT LRI LLEE LS anomalus
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Figura 5.10- Actividad o-manosidasa en sobrenadante de cultivo de levaduras.

Por lo cual, se evalu6 la actividad en los sobrenadantes de cultivo de los hongos
filamentosos en los que se habia identificado actividad a-manosidasa (Capitulo 3). Se
estudié la influencia del inductor creciendo los hongos filamentosos en medio Czapex
manosidasa utilizando 2% de extracto de levadura y 2% de Bio-Mos y dos tiempos de
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incubacion (5 y 7 dias). En la figura 5.11 se puede observar que para todas las condiciones
estudiadas la maxima actividad o-manosidasa se obtuvo en el sobrenadante del cultivo
de Aspergillus terreus BFQU 121, siendo levemente mejor cuando el inductor era el

extracto de levadura.

. o .
Extracto de levadura 2%, 5 dias Extracto de levadura 2%, 7 dias
1 - .‘. 1 r -
| 1,15 UE/mL ® Aspergillus terreus L 1,00 UE/mL ® Aspergillus terreus
0,8 K 0,8 .
g 3 Trichoderma sp S. j' Trichoderma sp
£ 06 r 0,19 UE/mL Penicillum sp 06 ’ ’ Penicillum sp
S o 0,36 UE/mL
% 04 | ’.O' Fusarium sp % 04 | ..._' Fusarium sp
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o )
d F;
O L 1 1 1 ] o L rim 27 1 1 1 J
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
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1 r R 1 : )
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Figura 5.11- Actividad a-manosidasa en sobrenadante de cultivo de hongos filamentosos.

5.2.3. Evaluacion de las mejores condiciones de crecimiento de cultivos de

Aspergillus terreus BFQU 121 para maximizar la produccion de a-manosidasa

En funcion de los resultados obtenidos se resolvid evaluar las mejores condiciones de
crecimiento de cultivo del hongo A4. ferreus BFQU 121 de forma de maximizar la
produccion de a-manosidasa utilizando un disefio factorial de tres factores en dos niveles
y con puntos intermedios. Los factores evaluados fueron: concentracion de extracto de
levadura (1-3%), temperatura (28-32°C) y tiempo de incubacion (5-9 dias)
correspondiendo los puntos intermedios a 2% de extracto de levadura, 30 °C y 7 dias. Se
evalu6 la velocidad de hidrolisis de PNPM obteniéndose las mejores producciones de
enzima con 3% de extracto de levadura a 28 °C y 9 dias de incubacion (Figura 5.12) (ver

Anexo I - 8).
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Figura 5.12. Disefio factorial de tres factores en dos niveles con punto medio para optimizar

concentracion de inductor, temperatura y tiempo para la produccion de o-manosidasa de
Aspergillus terreus BFQU 121.

En suma, en este capitulo se estudi6 la purificacién de la enzima a-manosidasa de
Bacillus sp. 12.22. Sin embargo, la pérdida de actividad enzimética durante el proceso de
purificacion no permitié continuar trabajando con la misma. Como alternativa se
seleccion6 una a-manosidasa extracelular del hongo Aspergillus terreus BFQU 121. Se
evaluaron las mejores condiciones de crecimiento de cultivo para maximizar la

produccion de la enzima a los efectos de continuar trabajando en su purificacion en

futuras etapas.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

El objetivo de esta tesis de maestria fue la busqueda de a-manosidasas y a-fucosidasas
en microorganismos autoctonos, la evaluacion en la produccion de las enzimas
seleccionadas, para su posterior purificacion y caracterizacion. Esto permitiria su
utilizacién como herramienta para la deglicosilacion selectiva de manosa y fucosa de
glicanos biologicos de forma de contribuir a la elucidacion de su estructura y funcioén en

diversos procesos bioldgicos.

Se llevo a cabo un exhaustivo screening en bacterias, levaduras y hongos filamentosos
para identificar actividad o-manosidasas y a-fucosidasas. Se encontr6 que las -
manosidasas fueron mas prevalentes, especialmente en bacterias del género Bacillus,
donde se identifico actividad enzimatica tanto intracelular como extracelular. En
contraste, la actividad a-fucosidasa fue mds limitada y solo detectada en algunas
levaduras cuando se utilizé fucosa como inductor y PGM como sustrato y en los hongos
como Fusarium sp. Y3y Dichostereum sordulentum DS-1488, siendo superior cuando se
utiliz6 PGM como inductor en comparacion con fucosa. Estos resultados resaltan la
diversidad y distribucion de estas enzimas en microorganismos autdctonos, ofreciendo un

amplio espectro de potenciales fuentes enzimaticas.

La evaluacion de las mejores condiciones de cultivo fue crucial para maximizar la
produccion de a-manosidasa y a-fucosidasa. Para a-manosidasa en Bacillus sp. 12.22'y
Bacillus sp. X, se puede apreciar que la velocidad de la enzima fue superior cuando el
inductor estudiado fue el extracto de levadura con relacién a Bio-Mos, obteniéndose los
mejores resultados para una concentracion de 2%, 24 horas y 30°C para el Bacillus sp.
12.22. En cuanto a a-fucosidasa, se determino que en el hongo Dichostereum sordulentum
DS-1488 las mejores condiciones fueron 3% de PGM, 30°C y 7 dias de incubacion,
mostrando una produccidon notablemente superior en comparacion con Fusarium sp. Y3.
Basados en los resultados de produccion y actividad enzimética, se seleccionaron el
Bacillus sp. 12.22 para la purificacién de a-manosidasa y Dichostereum sordulentum DS-
1488 para a-fucosidasa. Estos microorganismos demostraron condiciones Optimas de
crecimiento que podrian permitir obtener enzimas puras y especificas, esenciales para

estudios posteriores de caracterizacion y aplicaciones biotecnoldgicas.

Para la purificacion de a-fucosidasa de Dichostereum sordulentum DS-1488 se

desarroll6 una estrategia de purificacion que incluy6 precipitacion fraccionada con sulfato
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de amonio seguida de cromatografia de intercambio i6nico y cromatografia de exclusion
molecular. Si bien, se logré un grado de pureza significativo en fracciones especificas
(Pool 1), los rendimientos de purificacion fueron relativamente bajos, especialmente en

el ultimo paso de gel filtracion.

La o-fucosidasa purificada de Dichostereum sordulentum DS-1488, un basidiomiceto
autoctono de Uruguay se caracterizO como una proteina homodimérica con un peso
molecular de aproximadamente 214 kDa, determinado, combinando técnicas de
cromatografia de exclusion molecular y electroforesis desnaturalizante. Se determiné que
su pH optimo es 4.0 y su temperatura optima es entre 60-70 °C. Por otra parte, se
evaluaron los pardmetros cinéticos utilizando PNPF como sustrato, revelando una
constante de Michaelis-Menten de 0.27 mM y una velocidad méxima de 3.3 pmoles de
PNP/minuto por mg. Se observd que la enzima presenta una inhibicion por sustrato a

concentraciones elevadas de PNPF.

Para la purificacion de a-manosidasa de Bacillus sp. 12.22 se aplicaron varias
estrategias de purificacion incluyendo precipitacion con sulfato de amonio y solventes
orgdnicos como isopropanol, seguido de intercambio i6nico. Aunque, se logrd la
concentracion parcial de la enzima, la pérdida de actividad durante la purificacion sugiere
desafios en la estabilidad de la a-manosidasa de Bacillus sp. 12.22, que no permitieron
continuar trabajando con la misma. Por lo que se decidid evaluar la purificacion de una
o-manosidasa de otra fuente.

Dados los buenos resultados obtenidos con la a-fucosidasa de origen fungico y en funcion
del screening previo de ai-manosidasa en hongos filamentosos, se selecciono la cepa de
Aspergillus terreus BFQU 121 que fue la que presentd mayor actividad enzimatica. Se
determinaron las mejores condiciones de crecimiento de cultivo utilizando el software
Desing Expert realizando un disefio factorial de tres factores en dos niveles con puntos
intermedios. Las condiciones que permitieron maximizar la produccion de a-manosidasa

fueron 3% de extracto de levadura, 28°C y 9 dias de incubacion.

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta maestria revelaron la diversidad y
distribucion de a-manosidasas y o-fucosidasas en microorganismos autoctonos, lo que
sugiere un amplio potencial para la obtencion de estas enzimas. Se purifico y caracterizo

en forma exitosa una o-fucosidasa del hongo Dichostereum sordulentum DS-1488. A
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pesar de las dificultades que se enfrentaron para la purificacion de a-manosidasa de
Bacillus sp. 12.22, se identifico el hongo Aspergillus terreus BFQU 121 como una
prometedora fuente de a-manosidasa que ofrece oportunidades futuras interesantes. Este
trabajo no solo destaca la importancia de explorar microorganismos autdctonos para la
busqueda de glicosidasas, sino que también abre la posibilidad de seguir investigando en
el futuro sobre estrategias de produccion de proteinas recombinantes para mejorar los
rendimientos de purificacion. Esto permitiria la produccién de glicosidasas para su

utilizacion como herramientas biotecnoldgicas.
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ANEXO I — 1. Tabla correspondiente al disefio factorial de cuatro factores en dos
niveles realizado con el software Design Expert para evaluar las mejores condiciones
de crecimiento de cultivo para maximizar la produccion de oa-manosidasa de
Bacillus sp. 12.22
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ANEXO I - 2. Tabla correspondiente al disefio factorial de cuatro factores en dos
niveles realizado con el software Design Expert para evaluar las mejores condiciones
de crecimiento de cultivo para maximizar la produccion de oa-manosidasa de
Bacillus sp. X
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14 18 racto de Levadura 2 72 30 380
23 19 Biohas 2 24 a7 333
27 20 Biohas 0.5 T2 a7 233
10 21 racto de Levadura 0.5 72 30 262
1 22 Biohas 0.5 2 30 277
25 23 racto de Levadura 0.5 72 37 226
32 24 BioMas 2 72 a7 163
21 25 racto de Levadura 2 24 37 198
& 26 Biohas 2 24 30 220
7 27 Biohaos 2 24 30 305
28 28 Biohas 0.5 72 a7 191
12 24 Biohaos 0.5 T2 30 239
24 30 Biohaos 2 24 a7 327
g8 31 racto de Levadura 0.5 72 30 258
32 Biohaos 0.5 24 30 236
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ANEXO I — 3. Tabla correspondiente al disefio factorial de tres factores en dos
niveles con puntos intermedios para evaluar las mejores condiciones de crecimiento

de cultivo para maximizar la produccion de a-manosidasa de Aspergillus terreus

BFQU 121
Factor 1 Factor 2 Factor 3 Response 1
Std | Run | A:Concentracion B:Tiempo C:Temperatura R1
% dias i mUa/h
17 1 2 I 20 6.899
19 2 2 T 30 5.264
20 3 2 7 30 7.065
18 4 2 I 20 3.038
10 ] 1 ] 32 0.643
14 & 1 9 32 5.806
3 7 3 ol 28 5.639
9 a 1 ] 32 3.129
B 9 1 9 28 3.895
7 10 3 9 28 8483
11 11 3 ] 32 8.643
16 12 3 9 32 5.0749
12 13 3 ol 32 747
4 14 3 ] 28 8.262
13 15 1 9 32 74329
1 16 1 ol 28 2.34
3 17 1 9 28 4,274
15 18 3 9 32 8.75
2 19 1 ol 28 1.45
8 20 3 9 28 8.433
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ANEXO I - 4. Tabla correspondiente al disefio factorial de tres factores en dos
niveles con puntos intermedios para evaluar las mejores condiciones de crecimiento
de cultivo para maximizar la produccion de o-fucosidasa de Dichostereum
sordulentum DS-1488

Std

18
14
11
18

8
13
10
16
12

o

N [+
== R S

= L= Wl P2 =] Ln

RFun

S TS R L -

=R - T

11
12
13
14
15
16
17
18
19

20

Factor 1
A:Concentracian
%

L e LT = IR o T S TR T R T R S T ' IR T B S O AT o T - DU o |

Factor 2
B:Tiempo
dias

LY O DL i T o 5 I I O SR ¥ B |

I R ]

LN =] uw w3 LN

Ln

W wn

Factor 3

C:Temperatura

oC

30
32
32
30
32
32
32
32
32
28
30
28
23
32
30
28
28
28
28
28

Response 1

R1
mua,/h

222
176
73
239
83
42
102
221
81
72
207
215
202
231
193
126
40
25
19
289
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ANEXO I - 5. ANOVA para el modelo factorial seleccionado para Bacillus sp.

12.22
Source ZIRe Mean F-value | p-value
Squares Square

Model 4 470E+05) 13 34387.53 148,51 < 0.0001 significant
A-Fuente de Carbaono 2917041 1 2917041 12598 -« 0.0001
B-Concentracion S56836.99 1 56836.99 24548 < 0.0001
C-Tiempo 1.059E+05 1) 1.059E+05| 45719 = 0.0001
D-Temperatura 22096062 1 22096062 93.02 =< 0.0001
AR 2031437 1 26314.37| 113.64| < 0.0001
AC 31363600 1 3136360 13545 < 0.0001
AD 313722 1 3137.22 13.55 0.0020
BC 5475428 1 5475428 23647 < 0.0001
ED 12963.21) 1 12983.21 53.98 < 0.0001
D 22268.58 1 222688.58 9617 < 0.0001
ABC 2652541 1 2652541 114.56| < 0.0001
ACD 325495 1 325495 1406  0.0018
BCD 13569.27) 1 1356927 58.60 < 0.0001

Residual 3704.81 16 231.55
Lack of Fit 1483.25| 2 T41.63 4.67 0.0279 significant
Pure Error 2221.56| 14 158.68

Cor Total 4,507E+05 29

ANEXO I — 6. ANOVA para el modelo factorial seleccionado para Bacillus sp. X

Source

Model

B-Concentracian

C-Tiempo

AC

BC

ch

ABC
Residual

Lack of Fit

Pure Errar
Cor Total

sum of

Squares
1.596E+05
4802.00
2420000
5478050
1394450
2236613
3948050
2136988
5955.88

2

=)
1
1
1
1
1
1
5
9

15414.00 16
1.809E+05 31

hean

Square
26395.60
4802.00
2420000
54780.50
13944.50
22366.13
39480.50
83479
661.76
8963.38

F-value

31.11

5,62
28.31
64.08
16.31
20.17
45,19

0.6869

p-value

-

0.0001 significant
0.0258
00001
00001
0.0004
00001
0.0001

0.7111 not significant
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ANEXO I - 7. ANOVA para el modelo factorial seleccionado para Dichostereum

sordulentum DS-1488

Source A

Squares
IModel | 53990.75
A-Concentracidn 17556.25
B-Tiempo 26732.25
AR a9702.25
Curvature 20161.25
Residual 45002.00
Lack of Fit 3557.00
Pure Error 41445.00
Cor Total 1.192E+05

e
[N B N R L R

|

Mean
Square

17996.92
17556.25
26732.25
9702.25
20161.25
300013
889.25
3767.73

F-value | p-value

6.00
.85
8.91
3.23
6.72

0.2360

0.00688 significant
00287
0.0093
0.0923
00204

0.9122 not significant

ANEXO I — 8. ANOVA para el modelo factorial seleccionado para Aspergillus

terreus BFQU 121

Source 2T
Squares

(Model | 9612
A-Concentracion 651.91
B-Tiempo 14,07
C-Temperatura 09215
AB 10.22
AC 2.53
BC 0.0006
ABC 6.47
Curvature 0.0025
Pure Error 26.78
Cor Total 122.91

7
i
1
1
i
1
1
i

1
1
19

Mean
Square
13.73
61.91
14.07
0.9215
10.22
2.53
0.0006
6.47
0.0025
243

F-value | p-value

5,64
2543
2.78
0.3785
4,20
1.04
0.0002
2.66
0.0010

0.0058 significant
0.0004
0.0350
0.2509
0.0651
0.2298
0.8878
0.1312
0.9750
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