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RESUMEN

Los microorganismos que habitan en ambientes frios han desarrollado una serie de
adaptaciones que les permiten crecer a bajas temperaturas, fncluyendo la produccién de
enzimas extracelulares para utilizar los nutrientes disponibles. Es aceptado que estas enzimas
son mas activas a bajas temperaturas que sus contrapartes meséfilas. Sin embargo, las
temperaturas optimas de actividad enzimatica son variables entre los grupos de
microorganismos aislados desde estos ambientes, algunos presentando actividad enzimatica
optima entre 22-40 °C y otros entre 0-15 °C. Se ha sugerido que [as enzimas pertenecientes al
primer grupo son obtenidas desde microorganismos psicrotolerantes, que han sido aislados
desde ambientes frios con variaciones estacionales de temperatura, mientras que el segundo
grupo se han obtenido desde microorganismos psicrofilos que han sido aislados desde
ambientes frios constantes.

Dentro de este contexto, es posible hipotetizar que las enzimas producidas por levaduras
psicrofilas estarlan mas adaptadas a las bajas temperaturas en comparacion a las enzimas
producidas por levaduras psicrotolerantes, basandonos en las temperaturas optimas de
crecimiento de ambos grupos de levaduras. En este trabajo se puso a prueba esta hipotesis
utilizando para los estudios levaduras psicréfilas y psicrotglerantes aisladas desde la Antartica.

El trabajo se enfoco en las enzimas amilasas y celulasasﬁs cuales degradan los dos
polisacaridos mas abundantes del planeta y ademas, corresponden a las enzimas mas
utilizadas en la industria. En el Gltimo tiempo se ha considerado [a utilizacion de enzimas
amilasas y celulasas activas a bajas temperaturas en los procesos de produccion de
biocombustibles a partir de materias primas ricas en almidén y celulosa. Sin embargo, las
enzimas comerciales disponibles actualmente son ineficientes para funcionar a temperatura
ambiente o bajas temperaturas, lo que hace necesario subir las temperaturas dei proceso
encareciendo [a produccién de biocombustibles.

En este trabajo se evalu6é en primera instancia, las actividades amilasas y celulasas
presentes en extractos proteicos extracelulares obtenidos de levaduras psicréfilas y

psicrotolerantes, lo que permitio la seleccién de dos enzimas amilasas y dos enzimas celulasas,




producidas por levaduras psicrofilas y psicrotolerantes, en cada caso. Se optimizaron las
condiciones de crecimiento de las levaduras para la obtencién de la mayor cantidad de enzimas
para su posterior purificacion. Las enzimas se caracterizaron en relacion al pH y temperatura
optima, el efecto de iones, termoestabilidad de la actividad enzimatica, y también se
determinaron parametros cinéticos. Se observd que las mayores actividades. amilasas y
celulasas de las levaduras psicréfilas y psicrotolerantes se obtuvieron entre 30 y 37 °C. Sin
embargo, algunas levaduras psicréfilas presentaron las mayores actividades amilasa y celulasa
entre 10 y 22 °C. El calcio aumento la actividad de la a-glucosidasa de D. fristingensis T9Df1,
mientras que la actividad de las restantes enzimas no fueron afectadas por ninguno de los iones
evaluados. La glucoamilasa producida por Tetracladium sp. (psicrotolerante) fue la que presentd

la temperatura optima de actividad mas baja dentro de las evaluadas, siendo ésta 30 °C.

Ademas se determind que esta enzima posee una k. de 4,5 g/l sabre almidén soluble, valor
significativamente mayor que las K reportadas para las glucoamilasas de microorganismos

mesofilos. De acuerdo a estos resultados, se determiné que [a glucoamilasa producida por
Tefracladium sp. fue la enzima que resulté estar mas adaptada a las bajas temperaturas. Por
aitimo, se modeld esta enzima con respecto a la glucoamilasa que presenté la mayor similitud
de secuencia, y se determind que la glucoamilasa descrita en este trabajo posee una serie de
sustituciones aminoacidicas, que en su conjunto le confieren una mayor actividad a bajas
temperaturas en relacién a su contraparte meséfila. Considerando los resultados obtenidos en
este trabajo se rechaza la hipdtesis planteada en este trabajo ya que la amilasa obtenida desde
una levadura psicrotolerante fue la que present6 la menor temperatura 6ptima de actividad

enzimatica.
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ABSTRACT

Microorganisms that inhabit in cold environments have developed adaptations: that allow
them to grow/tolerate low and freeze temperatures, and furthermore, the secretion of hydrolytic
enzymes to use the available nutrients. Although, these enzymes are more active at low
temperatures than their mesophilic counterparts, their temperatures for optimum ?ctivity are
variable among the groups of microorganisms isolated from these environments.
Psychrotolerant microorganisms are normally isolated from cold environments with seasonal
temperature variations, whiles psychrophilic microorganisms are commonly isolated from
constant cold environments. The temperature described for enzymes from psychrotolerant and
psychrophilic microorganisms ranger from 22-40 °C and 0-15 °C, respectively. In this context, it
is possible to hypothesize that the enzymes produced by psychrophilic yeasts would be more
adapted at low temperatures regarding to the enzymes produced by psychotolerant yeasts. In
this work we tested this hypothesis in psychrophilic and psycho-tolerant yeasts isdlated from
Antarctica.

The work was focused on the amylases and cellulases which degrade the two most
abundant polysaccharides on the planet and also correspond to the enzymes most ;used in the
industry. Currently, the use of low-temperature active amylases and cellulases; has been
considered for the production of biofuel from raw matters rich in starch and cellulose. However,
the commercial enzymes currently available are inefficient to operate at room temperature or low
temperatures, which makes necessary to heat the process, increasing the production costs of

biofuels. The amylases and cellulase activities were evaluated in extracellular exiracts obtained
from yeasts, which allowed the selection of two amylases and two cellulase enzymes, produced
by psychrophilic and psychotolerant yeasts, in each case. The yeast growth conditions were
optimized to obtain the highest amount of enzymes for further purification.

The enzymes were characterized in relation to thelr optimal pH and temperature for

activity, thermostability of enzymatic activity, effect of metals on activity, and the kinetic
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parameters were determined. [t was observed that the highest amylase and cellulase activities
of the psychrophilic and psychotolerant yeasts were obtained between 30 and 37 °C. However,
some psychrophilic yeasts had the highest amylase and cellulase activity between 10 and 22 °C.
Calcium increased the activity of the a-glucosidase of D. fristingensis T9DF1, while the activity of
the remaining enzymes were not affected by any of the evaluated cations. The glucoamylase

produced by Tetracladium sp. was the one that presented the lowest optimum temperature of

their activity, being this 30 °C. In addition, it was determined that this enzyme has a k. of 4,5 g/l

on soluble starch, a value significantly higher than the k. reported for the glucoamylases of

mesaophilic microorganisms. According to these results, it was determined that the glucoamylase
produced by Tefracladium sp. was the enzyme that proved to be more adapted to low
temperatures. This enzyme was modeled with respect to the glucoamylase that presented the
greatest sequence similarity, and it was determined that the glucoamylase described in this work
has a series of amino acid substitutions that confer it greater enzymatic activity than their
mesophilic counterpart. Considering the results obtained we reject the hypothesis proposed in
this wark since the amylase obtained from a psychotolerant yeast was the one with, the lowest

optimum temperature of enzymatic activity.

Xiii




1. INTRODUCCION

1.1 Microorganismos adaptados a bajas temperaturas

Los ambientes frios, definidos como aquellos que poseen constantemente temperaturas
bajo 10 °C, estan ampliamente distribuidos en el planeta (Margesin y col, 2007). Son
considerados uno de los habitats mas extremos debido a que presentan condiciones que
dificultan la vida, desde un punto de vista antropocéntrico, tales como baja disponibilidad de
nutrientes, alta salinidad, alta radiacién ultravioleta (UV) y bajas temperaturas (D’Amico y col.,
2002). Los microorganismos que viven en ambientes frios se han clasificado como psicréfilos o
psicrofolerantes de acuerdo con sus temperaturas de crecimiento. Los microorganismos
psicrofilos crecen a temperaturas cercanas a ¢ °C, presentan una temperatura 6ptima de
crecimiento < 15 °C y una temperatura maxima de crecimiento < 20 °C. Los microorganismos
psicrofolerantes tienen una temperatura optima de crecimiento cercana a 20 °C y una
temperatura maxima de crecimiento < 25 °C (Ramli y col, 2011). Se sugiere que los
microorganismos psicrotolerantes han evolucionado a tolerar el frio, pero aparentemente no
estan especializados fisioldgicamente como los psicrofilos (Buzzini y Margesin, 2014), los
cuales ademas estan adaptados a otros estrés presentes en ambientes frfos tales como baja
disponibilidad de agua y baja disponibilidad de nutrientes (Buzzini y Margesin, 2014). Los
microorganismos aislados desde ambientes frios corresponden principalmente a bacterias,
hongos y levaduras. Los hongos y [evaduras estan ampliamente distribuidos en los microbiomas
de la tierra actuando principalmente como descomponedores heterétrofos (Starmer y. Lachance,
2011). Diversos trabajos han demostrado que los hongos presentan una habilidad sorprendente
para scbrevivir en una gran cantidad de habitats y bajo diferentes tipos de estrés (Rosa

Margesin y Miteva, 2011).




1.2 Levaduras aisladas desde ambientes frios

Se han aislado alrededor de 70 especies de levaduras psicrofilas o psicrotolerantes desde
regiones frias del planeta tales como: Japén, los Alpes Italfanos, las Montafias del Himalaya,
fondo marino, glaciares de la Patagonia Argentina y desde la Antartica (Butinar y col., 2007;
Carrasco y col., 2012; Connell y col., 2008; De Garcfa y col., 2007; Singh y col., 2013; Turchetti
y col., 2008), pertenecientes solo a unos pocos géneros: Crypfococcus, Leticoneurospora,
Glaciozyma, Wickerhamomyces Mrakia, Cystofilobasidium, Aureobasidium, Naganishia,
Rhodotorula, Rhodosporidium, Leucosporidiella, Dioszegia, Sporobolomyces, Pseudozyma,
Udeniomyces y Candida (De Garcia y col., 2007; Singh y col., 2013; Turchetti y col., 2008). La
gran mayorfa de estas levaduras pertenecen al phylum Basidiomicota {Butinar y col., 2011;
Vishniac y Onofri, 2003), muchas de las cuales se han encontrado en climas frios como también
en habitats calidos: Cryplococcus laurentii, Cryptococcus macerans (anamorfo de
Cystofifobasidium macerans) y Rhodotorula mucifaginosa (De Garcia y col., 2007). Las especies
del género Mrakia y su género anamorfico Mrakiella han sido aisladas exclusivamente en
ambientes frios (Turchetti y col., 2008). Los géneros de levaduras predominantes en ambientes
frios son Cryptococcus y Rhodolorufa (Bellemain y col., 2013; Branda y col., 2010), gue poseen
perfiles nufricionales heterogeneos y también una habilidad para sobrevivir en una gran
cantidad de habitats y bajo diferentes tipos de estrés (Margesin y Miteva, 2011).

Dentro de las adaptaciones de las levaduras para sobrevivir en ambientes frios se puede
nombrar los péptidos anticongelantes, variacién en la composicion lipidica de sus membranas,
micosporinas y enzimas activas a bajas temperaturas (Buzzini y Margesin, 2014). Este trabajo

se enfoco en el estudio de las enzimas extracelulares activas a bajas temperaturas.

1.3 Enzimas extracelulares producidas por levaduras adaptadas a bajas temperaturas

Las enzimas extracelulares han sido estudiadas debido a su rol en el reciclaje de nutrientes
y en la mineralizacion de [a materia organica en regiones frias del planeta {(Starmer y Lachance,
2011; Stern, 2009). La produccién de este tipo enzimas contribuiria a la liberacion de sustratos
que podrian ser utilizados como fuente de carbono por distintos microorganismos, por lo tanto el

estudio de los microorganismos productores de este tipo de enzimas y de las enzimas
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propiamente tal, es fundamental. A la fecha se han caracterizado distintas enzimas desde
microorganismos adaptados a bajas temperaturas y también se ha evaluado sus posibles
aplicaciones biotecnolégicas (Burhan y col., 2014; Margesin y Miteva, 2011; Rothschild, 2001;
Satyanarayana y Kunze, 2009). Si bien estos reportes corresponden a avances importantes
dentro de este campo de estudio, las investigaciones se remiten principalmente al estudio de
actividades enzimaticas identificadas desde bacterias (Connell y col., 2008; Buzzini y Margesin,
2014), siendo pocos los estudios que se han enfocado sobre enzimas hidroliticas extracelulares
producidas por levaduras psicréfilas ylb psicrotolerantes (Ramli y col., 2011; Ray y col., 1992).
El primer estudio se remonta al afio 1987 relacionado con la preduccién de dos amilasas
secretadas por la levadura Glaciozyma antarctica (De Mot y Verachtert, 1987). Estas dos
amilasas presentaron un 6ptimo de actividad enzimatica a 62 °C y 57 °C, sobre diferentes
sustratos. Estos valores se encuentran dentro del rango de temperaturas éptimas para
diferentes amilasas meséfilas (50-60 °C), aunque la levadura productora de estas enzimas haya
sido aislada desde la Antartica. Esta tendencia ha sido reportada con ofras enzimas
extracelulares (xilanasas, pectinasas, proteasas y fitasas) con temperaturas optimas de
actividad entre 37 y 50 °C (Petrescu y coll., 2000; Nakagawa y col., 2005; Nakagawa y col.,
2002; Ray y col., 1992; Pavlova y col., 2008). Sin embargo, se ha reportado que olras enzimas
tienen actividad enzimatica optima a temperaturas entre 15 y 20 °C, (Ramli y col., 2011; Kasana
y Gulati, 2011).

Estos antecedentes sugieren gque existirian dos grupos de enzimas hidroliticas
extracelulares, algunas que estarian adaptadas a las bajas temperaturas (6ptimos de actividad
enzimatica bajo 20°C) y ofras que no estarian adaptadas ya que poseen temperaturas 6ptimas
de actividad enzimatica fuera del rango de temperatura que se da en distintas regiones frfas. A
la fecha no exisien estudios en donde se comparen las enzimas hidroliticas extracelulares
desde distinlas levaduras debido a: (1) numero limitado de levaduras aisladas desde regiones
frias del planeta y (2) las investigaciones publicadas a la fecha no son comparables ya que se

han aislado desde distintos habitats y desde diferentes tipos de muestras.




1.4 Amilasas: Caracteristicas generales.

Las amilasas son un grupo de ehzimas que hidrolizan almidén dando como producto
oligosacaridos de un largo variable o glucosa y se pueden dividen en tres grupos, a-amilasa, -
amilasa y glucoamilasa de acuerdo sus caracteristicas estructurales y cataliticas (Vihinen y
Mantsiila, 1989; Janegek y col, 2014). Las a-amilasas {(EC 3.2.1.1) son metaloenzimas
dependientes de calcio, y catalizan la hidrdlisis de enlaces glucosidicos a-1,4 en el almidén o a-
glicanos relacicnados (Vihinen & Mantsiila, 1989), liberando oligasacaridos de distintos tamarios
(Saranraj y Stella, 2013). Las enzimas B-amilasas (EC 3.2.1.2} hidrolizan los enlaces
glucosidicos a-1,4 en sustratos de almidén desde su extremo no reductor liberando maltosa
como producto final. Otras de las enzimas amiloliticas mas estudiadas son las a-glucosidasas
(3.2.1.20) y las glucoamilasas (3.2.1.3) las cuales hidrolizan el extremo terminal no reductor del
almidon actuando sobre los enlaces a-1,4, liberando a-glucosa y B-glucosa, respectivamente

{Saranraj y Stella, 2013).

Las enzimas amilasas se utilizan en industrias tales como la alimenticia, defergentes y
biocombustibles (Gurung y col., 2013; Uthumporn y col., 2012), siendo las amilasas microbianas
las mas utilizadas debido a su productividad y estabilidad (Burhan y col., 2014). Una de las
aplicaciones mas interesantes de este tipo de enzimas es en la produccidn de biocombustibles
desde materias primas ricas en almidén. Actualmente, la degradacion completa de almidén
crudo que es fundamental para la produccidn industrial de biocombustibles, es llevado a cabo
mediante la suplementacion de las enzimas a-amitasa y glucoamilasa (Xu y col., 20186). Las
amilasas utilizadas actualmente tienen optimos de temperatura entre 45 y 60 °C, lo que eleva el
costo del proceso (Xu y col., 2016). Por esta razon existe un continua bldsqueda de amilasas

eficientes a bajas temperaturas.

Como se observa en la Figura 1 la mayotia de las amilasas poseen una temperatura
optima de actividad enzimatica entre 45 y 60 °C. Sin embargo, algunas de ellas tienen una
actividad enzimatica optima a 37 °C (Aspergiflus niger y C. albicans) e incluso se reporta que la
enzima de Schizosaccharomyces pombe tiene un 6ptimo de actividad a 35 °C, siendo esta la a-
glucosidasa con la menor temperatura 6ptima dentro de las analizadas (Anexo 1).
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Figura 1. Temperatura y pH oOptimas de amilanas de hongos y levaduras. En (A) y (B) se
muestran las temperaturas éptimas y pH o6ptimos de la amilasas depositadas en la base de
datos de BRENDA, respectivamente. Datos obtenidos desde la base de datos de enzimas
Brenda (al 01 de Abril de 2017).




El pH éptimo de actividad de la mayoria de las amilasas se encuentra entre 4,5 y 5,5.
Las amilasas producidas por A. niveus, Penicillium brevicompactum, Trichoderma viride, C.
albicans y Wickerhamomyces anomalus presentan pH optimos de actividad entre 6,0 y 7,2
(Anexo 1). En los anexos 1 y 2 se muestran diferentes caracteristicas bioguimicas de las
amilasas de hongos y levaduras tales como: presencia de glicosilacién, activadores, inhibidores,

masa y estado oligomérico.

1.5 Celulasas: Caracteristicas generales.

Las celulasas son un grupo de enzimas que catalizan la hidrélisis de celulosa en distintos
azucares. Las fuentes nafurales de celulasas generalmente contienen al menos tres grupos de
actividades celuloliticas, entre las que se incluyen: (1) endoglucanasa, (2) B-1,4-
celobiohidrolasa, y (3) B-glucosidasa (Kuhad y col, 2011). Las endoglucanasas o B-1,4-
glucanasas {EC 3.2.1.4) hidrolizan enlaces glucosidicos internos en la regiéon amorfa de la
celulosa, liberando oligosacaridos de distintos tamafios. Las [B-1,4-celobiohidrolasas (EC
3.2.1.91) catalizan la hidrélisis de enlaces glucosidicos B-1,4 en el extremo reductor y no
reductor de la molécula de celulosa, liberando celobiosa. Las B-glucosidasas (EC 3.2.1.21)
actiian sobre el extremo no-reductor de celu-oligosacaridos liberando glucosa (Sharma y col.,
2010). Para alcanzar una hidrdlisis completa de la celulosa es necesaria [a accion de estas tres
enzimas. Las enzimas celuloliticas se utilizan en indusirias tales como la textil, papelera,
detergente y biocombustible (Sharma y col., 2016). El proceso en donde se utilizan celulasas
con mayor proyeccion corresponde a la conversion de residuos ricos en lignocelulosa para
obtener productos con valor agregado (Sharma y col, 2016). A pesar de numerosas
investigaciones el principal obstaculo para desarrollar productos desde este fipo de. materiales
es el alto costo de [as celulasas y la ineficiencia de estas (Ji y coll., 2014). La ineficiencia de las
enzimas se explica porque actualmente existen dos tipos de tratamientos a los, cuales es
sometido el material lignoceluldsico previo al proceso de fermentacién: (1) Hidrélisis separada y
fermentacién (SHF), y (2) Bioprocesamiento consolidado (CBP). La principal diferencia entre
ambos procesos es que en el CBP se realiza un proceso simultaneo de hidrélisis v

fermentacién, mientras que en el SHF se hacen separadamente. El CBP es el proceso mas



rentable, sin embarge se tiene que realizar entre 30 °C y 35 °C, restriccion debida los
microorganismos industriales utilizados. El problema actual de este proceso es que no hay
celulasas industriales que funcicnen eficientemente en a las temperaturas indicadas (Van Dyk y
Pletschke, 2012), por lo que actualmente se utiliza principalmente un proceso SHF el cual se
tiene que realizar a temperaturas cercanas a 50 °C, encareciendo el proceso global. En el
ultimo tiempo se ha comenzado a considerar la utilizacidn de enzimas adaptadas a bajas
temperaturas dentro del proceso de produccién de biocombustibles desde materiales
lignoceluldsicos debido a que estas poseerian tres grandes ventajas: ahorro de energia
(Kasana y Gulati, 2011), prevencién de la modificacion de sustratos sensibles a la temperatura
disminuyendo los producios secundarios y operacion industrial de forma mas conveniente y

segura (Burhan y col., 2014),

Las temperaturas optimas de actividad de las B-glucosidasas estan en el rango de 40-80 °C.
Las levaduras que producen celulasas con menores temperaturas dptimas de actividad son
Hanseniaspora uvarum y W. anomalus (6ptimo a 20 °C) y Saccharomycopsis fibuligera (22 °C)
(Figura 2 y Anexo 3), todas levaduras mesdfilas (Albertin y col., 2016; Gonzélez y col., 2008;
Romero-Gil y col., 2013). El pH éptimo de las celulasas producidas por hongos filamentosos se
encuentra en el rango 4,0 a 7,0, mientras que para levaduras varia desde 3,5 a 7,0 (Anexo 3).
Este valor se comrelaciona con los valores 6ptimos de pH divulgados previamente en la literatura
{Bhatia y col., 2002). En el anexo 3 se detallan ofras caracteristicas relevantes de estas

enzimas.

1.6 Adaptaciones de las enzimas activas a bajas temperaturas

Las principales adaptaciones estructurales de [as enzimas activas a bajas temperaturas es su
flexibilidad principalmente airededor del sitio activo, observandose baja entalpia de: activacion,
baja afinidad por el sustrato, y alta actividad especifica a bajas temperaturas (Siddiqui y
Cavicchioli, 2006). De los estudios estructurales comparativos entre [as enzimas activas en frfo
con respecto a sus homodlogos mesdfilos y/o termdfilos, se ha logrado concluir que la mayor
flexibilidad de las enzimas adaptadas a bajas temperaturas corresponde a cambios
aminoacidicos puntuales y discretos (Thomas y Cavicchioli, 1998).
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Figura 2. Temperatura y pH 6ptimas de B-glucosidasas de hongos y levaduras. En (A) y (B) se
muestran las temperaturas éptimas y pH 6ptimos de las enzimas depositadas en la base de
datos de BRENDA, respectivamente. Obtenido desde base de datos BRENDA (al 21 de Abril de
2017).




En la Tabla 1 se muestra una recopilacién de las adaptaciones de enzimas adaptadas a bajas
temperaturas (Adaptado desde Sidiqui y Cavicchioli, 2006). Al comparar las adaptaciones
estructurales que presentan cada una de estas enzimas se observa que ninguna de ellas esta
presente en todas las enzimas analizadas. La importancia de estas adaptaciones estructurales

que les confieren mayor flexibilidad a las proteinas, se discutiran a lo largo del documento.

1.7 Antecedentes previos de la propuesta.

Previamente se evalud la produccion de 8 diferentes enzimas hidroliticas exfracelulares en
ensayos de colonjas. Las actividades amilasa y celulasa se detectaron en 14 y 10 levaduras,
respectivamente, pero no fueron caracterizadas en mayor profundidad.

En el presente trabajo se estudiaron las enzimas amilasas y celulasas extracelulares
producidas por levaduras psicrofilas y psicrotolerantes. Para esto ambos tipos de enzimas
extracelulares se caracterizaron desde los extractos proteicos obtenidos desde las respectivas
levaduras productoras, con el objetivo de identificar aquellas enzimas gue presentaron las
mayores actividades enzimaticas. Esta caracterizacion permitié seleccionar una amilasa y una
celulasa producida por las levaduras psicréfilas Dioszegia fristingensis T9Df1 y M. gelida, y una
amilasa y celulasa producidas por el microorganismo psicrotolerante Tetracladium sp. Estas
cuatro enzimas fueron nuestro modelo de estudio. Para responder la hipotesis que se planted
en este trabajo, las enzimas seleccionadas se purificaron, identificaron y caracterizaron
considerando diferentes parametros, pero el analisis se enfocd principalmente sobre las
temperaturas éptimas de actividad enzimética y la estabilidad térmica que estas poseen.
Ademas se determinaron [os diferentes parametros cinéticos que poseen las enzimas
purificadas sobre sus respectivos sustratos. Este conjunto de ensayos establecieron que la
glucoamilasa producida por Tetracladium sp (psicrotolerante) estaria mas adaptada a las bajas
temperaturas que la amilasa producida por D. frisfingensis T9D{1. Finalments, se realizé un
analisis estructural de la glucoamilasa de Tetracladium sp. a través del cual se intentd dilucidar

las adaptaciones que presenta esta enzima en relacion a su homdlogo mesdfilo mas cercano.




Tabla 1. Adaptaciones que les confieren flexibilidad a proteinas adaptadas a bajas
temperaturas.

Adaptaciones | Mal Tri Ura Ade Pe Ela Tri Sub Fos
Disminucion
hidrofobicidad del core + 0 0 + * X | X | # + X
Menos lle + - + 0 X + - * + -
Incremento
hidrofobicidad
superficial + 0 0 X + + X X - +
Menos residuos
cargados totales - + 0 O 0 + - - 0 -
Incremento
hidrofilicidad superficie + X X X 0 + - + X +
Mas His + - 0 - + - + 0
Mayor razén (Glu+Asp)/
(Lys+Arg) + + + 0 + + - + + +
Menos puentes de
hidrégeno |+ - X - + X X + - X
Menor razén Arg/Lys - + - + + + - - +
Menos interacciones
aromaticas X = | X X X X - X X

Menos puentes salinos

Contactos
interdominios mas
débiles + + X X X + X
Loops mas largos + -0 - - -
Mas Gly - 0 + - * | ¥ - + +
Menos Pro en loops + - - - * * + - - +
Mas Pro en as hélices + 0 - - * X X X X X
Mas Met + o -, 0 - - + |+ - -
Menos sitios de union a
metales o con menor
afinidad "N N N N 0 X X N - X
Menos puentes
disulfuros ' N BN N N N N - - - - 0

+ : Presencia de la adaptacion; - : Ausencia de la adaptacién; 0 : No existe diferencia apreciable entre la enzima
mesdfila y psicrofila; X : La adaptacion no fue evaluada; N: No esta presente en la estructura. En Celeste se destacan
las enzimas extracelulares analizadas. AH: a-amilasa (Alteromonas haloplanctis), Ci, citrato sintasa (Arthrobacter sp.);
Me, metaloproteasa (Pseudomonas sp.);  Xil, xilanasa (Pseudoalteromonas sp.); Mal, malato deshidrogenasa
(Aquaspirillium arcticum); Tri, triosa fosfato isomerasa (Vibrio Matrinus), Ura, uracil-DNA glicosilasa (Gadus morbua);
Ade: Adenilato quinasa (Bacillus globisporus); Pe: Pepsina (Gadus morbua); Ela: Elastasa (Salmo salar); Tri: Tripsina
(Salmo salar); Sub: Subtilisina (Vibrio sp), Fos: Fosfatasa Alcalina (Pandalus borealis), DCC: Dominio Catalitico
Celulasa (Pseudoalteromonas baloplanktis).
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1.8 Hipdtesis y objetivos

Hipotesis de trabajo

Las enzimas amilasas y celulasas secretadas por levaduras psicréfilas tienen temperaturas
optimas de actividad enzimatica mas bajas y poseen una menor estabilidad térmica en
comparacion a las enzimas secretadas por levaduras psicrotolerantes, y esta mayor adaptacion

a las bajas temperaturas esta dada por cambios aminoacidicos discretos en su estructura.

Objetivos.
Objetivo general
Caracterizar las enzimas amilasas y celulasas secretadas por diferentes especies de

levaduras psicréfilas y psicrotolerantes.

Objetivos especificos

I.  Evaluar las actividades amilasas y celulasas desde extractos proteicos exiracelulares
de levaduras psicréfilas y/o psicrotolerantes, a diferentes temperaturas,

lIl. Purificar e identificar las enzimas amilasas y celulasas desde levaduras psicréfilas y
psicrotolerantes.

lll. Determinar las condiciones experimentales optimas de aclividad enzimatica y Ila
estabilidad térmica de las enzimas amilasas y celulasas purificadas.

IV. Determinar pardmetros cinéticos de las enzimas amilasas y celulasas, y modelar su
estructura tridimensional para identificar diferentes sustituciones de aminoacidos que

explican la adaptacion a bajas temperaturas.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Métodos estandares.

El crecimiento celular de los microorganismos utilizados en este trabajo se determind
midiendo la densidad éptica del cultivo a 600 nm (DQsoo). Cuando fue necesario se realizaron
curvas de crecimiento para las distintas levaduras, en donde se tomaron 1 ml de los cultivos a
distintos tiempos, y a cada muestra se cuantificé su DOego. Las proteinas se separaron en geles
SDS-PAGE y se tifieron con azul de coomassie o nitrato de plata (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) (Sammbrook y cols., 2001). El contenido de proteinas se determiné mediante el kit de
cuantificacion de proteinas BCA (Pierce BCA Protein Assay kit, Thermo Scientific, IL, USA).
Para los experimentos de cromatografia [a presencia de proteinas se siguié mediante lecturas

de absorbancia a 280 nm.

2.2 Levaduras, mantencion y condiciones de cultivo.

Las levaduras utilizadas en este trabajo fueron aisladas desde muestras de suelo desde el
Territorio Antartico Chileno y fueron caracterizadas en cuanto a sus temperaturas 6ptimas de
crecimiento. De acuerdo a esie criterio se clasificaron como levaduras psicréfilas o
psicrotolerantes, tal como se indica en la Tabla 2. Las levaduras fueron mantenidas
rutinariamente en medio YM (extracto de levadura 3 g/l, extracto de malta 3 g/i y pepiona 5 g/}
suplementados con glucosa 10 g/l (YM-G). También, las levaduras fueron crecidas en medio YM
suplementado con glucosa 10 g/l, o con almidén soluble 10 g/l (YM-S), o con
carboximetilcelulosa 10 g/l (YM-C), a sus respeciivas temperaturas 6ptimas de crecimiento.
Para los ensayos de asimilacién de fuentes de carbono y para las pruebas de fermentacion las
levaduras fueron crecidas en medio SD (Yeast Nitrogen Base (Difco) 6,7 g/l y glucosa 20 g/t).
Para [a forma semisélida cada medio de cultivo (YM o SD) se suplementé con 15 g/l de agar.
Las levaduras se preservaron a fravés del método de [a gelatina de acuerdo a lo descrito

previamente (Baeza y col., 2009).
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Tabla 2. Levaduras utilizadas en este trabajo y sus respectivas temperaturas optimas de
crecimiento

Cepa Temperatura (°C)

Levaduras Psicrotolerantes

Cr. gilvencens (Goffeauzyma gilvescens) 4-22 (22)
Cr. gastricus (Goffeauzyma gastrica) 4-22 (22)
Cr. victoriae (Vishniacozyma victoriae) 4-22 (22)
D. fristingensis T11Df1 4-22 (22)

Le. fragaria (Leucosporidium fragarium) 4-22 (22)
H. watticus 4-37 (30)

W. anomalus 4-37 (30)

Levaduras Psicrofilas

Dioszegia sp. 4-22 (15)
Cryptococcus sp. 4-22 (15)

D. fristingensis T9Df1 4-15 (15)
Leuconeurospora sp (T11Cd2) 4-22 (15)
Leuconeurospora sp (T17Cd2) 4-22 (15)
Leuconeurospora sp (T27Cd2) 4-22 (15)
M. blollopis 4-22 (15)

M. gelida 4-15 (10)

M. psychrophila 4-15(10)

M. robertii 4-15 (10)

Mrakia sp. 4-15(10)

R. glacialis 4-15 (15)

R. glacialis 4-22 (10)

* Se muestra el intervalo de temperaturas de crecimiento y entre paréntesis las temperaturas
optimas para cada levadura.
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2.3 Extraccion de proteinas extracelulares.

Se realizaron cultivos de 300 ml de [as levaduras a analizar en medio liquido YM
suplementado con glucosa, almidén soluble o carboximetilcelulosa a una concentracion de 10 g/
I, ¥ se siguid el crecimiento celular. Las células se cosecharon en fase exponencial tardla de
crecimiento mediante centrifugacién en una centrifuga Sorvall Legend XTR (Thermo Scientific) a
6.000 x g par 10 minutos. Luego, los sobrenadantes obtenidos se fiitraron utilizando membranas
de flucruro de polivinilideno de 0,45 um de tamafio de poro (Millipore, Billerica, MA, USA), para
eliminar los restos celulares. Para la obtencion de las proteinas extracelulares totales se
adiciond sulfato de amonio al 80% de saturacién, se incubé esta solucién por una hora a 4 °C,
con agitacién, vy luego se centrifugd a 10.000 x g a 4 °C por 15 minutos. El precipitado se
suspendid en 5 ml de solucién amortiguadora fosfato de sodio 20 mM y 150 mM NaCl (pH7,0) y
se elimind el sulfalo de amonio a través de bolsas de dialisis de 10 kDa de tamafio de corte,

utilizando la misma solucion amortiguadora.

2.4 Ensayos en placa de actividad amilasa y celulasa

Para los ensayos de actividad enzimatica amilasa y celulasa se depositaron 100 pl
de las muesiras de protelnas extracelulares totales en pocillos hechos en placas semisdlidas
YM (1,5 % agar) suplementadas con 10 g/l de AS o CMC. El pH del medio se ajustd con
solucién amortiguadora citrato (pKai1 = 3,13, pKaz = 4,76, pKas = 6,40, a 25 °C)fosfato (pKas =
2,15, pKaz = 7,20, pKas = 12,33, a 25 °C), cuyo rango de amortiguacion es entre un pH 2,6 vy
7.6. Se eligid esta solucion amortiguadora debido a que tiene esta capacidad en un amplio
rango de pH, y este rango es util los pHs considerados para dichos ensayos. Se ha determinado
que los valores de pKaz del citrato a 4 °C, 20 °C, 25 °C y 37 °C son 4,79, 4,77, 4,76 y 4,74,
respectivamente. Por [o tanto este amortiguador presenta una variacion pequefia en funcion de
la temperatura. Con respecto a los valores de pKaz del amortiguador fosfato a 4 °C, 20 °C, 25 °C
y 37 °C son 7,26, 7,21, 7,20 y 7,16, respectivamente. Por [o tanto, este amortiguador dentro de
los rangos de temperatura utilizados también presenta una pequefia variacion. Es por esto que

las placas que contenian los diferentes sustratos y tamponadas a pHs enire 4 y 6,2, se
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incubaron a 4, 10, 15, 22, 30 o 37° C por diferentes tiempos. Para los ensayos de actividad
amilasa, las placas fueron incubadas con 1 ml de una solucidén de ly, y las actividades
enziméaticas positivas fueron definidas como un halo claro alrededor de los pocillos, en un fondo
color purpura (Hankin y Anagnostakis, 1975). Para los ensayos de actividad celulasa, las placas
fueron incubadas con una solucion de rojo congo 1 mg/ml, la cual fue removida después de 15
min, y entonces las placas fueron incubadas con NaCl 1 M por 15 min. La actividad celulasa
positiva fue definida como un halo claro alrededor de la colonia en un fondo color rojo (Teather y
Wood, 1982). Las actividades enzimaticas fueron cuantificadas como la distancia en milimetros
desde el borde del pocillo hasta el término del halo. Cada muestra de protelna evaluada fue

utilizada una concentracion de 40 pg/ml.
2.5 Método del acido 3, 5-dinitrosalicilico

Para la cuantificacion de las actividades amilasas y celulasas de los extractos de
proteinas se utilizdé el método acido 3, 5-dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959). Este es un método

colorimétrico que se basa en [a capacidad de los aziicares reductores de reducir el DNS lo que,

bajo ciertas condiciones, produce una coloracién que se hace mas intensa a mayor
concentracion de azdcar. Para esto, se mezcld la muestra problema con el reactivo DNS (DNS
1%, NaOH 1,6 % y NaxCsHsOe y KCI 15 %) en una relacién 1:1 y se incubd a 100 °C por 10
min. Posteriormente, la muestra se incubd en hielo por & min y se midid la absorbancia a 540

nm.
2.6 Asimilacion de fuentes de carbono y ensayos de fermentacion

Las levaduras fueron inoculadas en matraces con 10 ml de medio SD suplementado con 1,25,

2,5, 5, 10 0 20 g/l de almidon soluble o carboximetilcelulosa, a una DOsge inicial de 0,2. Para

cada fuente de carbono la maxima concentraciéon que se pudo utilizar fue 20 g/l debido al
incremente en [a viscosidad del medio. Los matraces fueron incubados a 15 o 22 °C, y el
crecimiento fue seguido midiendo la DOseo del cultivo. Cuando se alcanzé la fase estacionaria

de crecimiento se centrifugaron 4 ml del cultivo a 6.000 x g por 10 min, se elimind el

sobrenadante y se determind el peso seco de [as muestras incubandolas a 100 °C por 24 h,
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hasta peso constante. La fermentacion de ambas fuentes de carbono fue evaluada utilizando el
método de Durham (Durham, 1984), y se cuantifico la produccién de etanol (Ethanol Assay Kit,

Megazyme, Wicklow, Ireland). Todos los experimentos fueron realizados en triplicado.

2.7 Condiciones de produccién y componentes del medio cultivo para la produccién de
las enzimas amilasas y celulasas

Para determinar las condiciones éptimas y el medio de cultivo idéneo para la produccién de las
enzimas amilasas de Tefracladium sp. y D. frislingensis T9Dff, y de las celulasas de
Tetracladium sp. y M.gelida, estas se crecieron en medio liquido YM suplementado con 10 g/l de
glucosa o 10 g/l AS o 10 g/l CMC, segun corresponda. El crecimiento de las levaduras se siguid
a través de una curva de crecimiento. Las células desde cada muestra se cosecharon por
centrifugacion a 4.000 x g por 5 min y se conservd el sobrenadante, Luego, se determiné el
perfil de proteinas de los sobrenadantes libres de células a través de SDS-PAGE y también se
ensayaron para actividad amilasa utilizando almidon soluble como sustrato mediante el método
del DNS. Las muestras provenientes de los culfivos crecidos en medio YM suplementado con
glucosa se diluyeron 10 veces para poder ensayarlos mediante dicho método mientras que las
muestras desde los cultivos suplementados con AS o CMC se ensayaron directamente. Para
cada punto de la curva, en ambas condiciones, se incubaron 100 1 de los sobrenadantes libres
de célutas con 100 pl del reactive de DNS y se continud con el ensayo como se describe en la

seccion 2.5.
2.8 Purificacién de las enzimas

Como primera aproximacion se realizaron cultivos de 200 ml de cada una de las cuatro

levaduras, y las proteinas extracelulares totales fueron fraccionadas a través de precipitacion
con sulfato de amonio, utilizando concentraciones de 20 %, 40 %, 60 % o 80 % de esta sal. La
actividad amilasa y celulasa se evalud en cada fraccién, y se determiné cual de las fracciones
presentd [a mayor actividad enzimatica. Luego a [as muestras de proteinas se les intercambio
soluciones amortiguadoras a través de una columna HiTrap Desalting (General Electrics, Nueva

York, USA). Posteriormente las muestras fueron concentradas a través de filtros Amicon Uitra
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(Millipore, Billerica, MA, USA}.

En cuanto a la purificacién de la amilasa de D. fristingensis TODf1 y la celulasa de
Tetracladium sp. las muestras fueron suspendidas en una solucién amortiguadora fosfato de
sodio 20 mM y pH 7,0. Ambas enzimas se purificaron mediante cromatografia de intercambio
catiénico utilizando la columna HiPrep SP FF 16/10. En una primera aproximacian, 1 m! de las
muestras se cargaron en dicha columna a un flujo de 0,2 ml/min, y luego se realizé un lavado
con 25 ml de la misma solucién amortiguadora. Las proteinas unidas a la columna fueron
eluidas mediante un gradiente de 50 mL desde 0 mM NaCl a 1 M NaCl. La purificacidn de la
enzima amilolitica de Tefracladium sp. se realizé a traves de filtracion en gel en dende 500 pl de
las muestras de Tetfracfadium sp. se cargaron en una columna de filtracién en gel Superdex 75
increase 10/300 Gl. Las condiciones de purificacion cansistieron en un flujo de 0.2 mi/min y se
colectaron fracciones de 200 pl. La purificacién de la enzima amilolltica de Tefracladium sp. se
realizo a través de filtracion en gel en donde dichas muestras concentradas provenientes de
Telracladium sp. fueron cargadas en una columna de filtracion en gel Superdex 75 increase
10/300 Gl. Las condiciones de purificacién consistieron en un flujo de 0.2 ml/fmin vy se colectaron
fracciones de 200 pl.

Cada fraccidon fue analizada para deteciar la presencia de proteinas y también se
ensayaron para detectar la actividad amilasa o celulasa, mediante el método del DNS. Una vez
estandarizada la metodologia de purificacién de ambas proteinas, esta se repitid numerosas
veces con el objetivo de obtener la cantidad de enzimas necesarias para su respectiva

caracterizacién.

2.9 Determinacion del peso molecular de las enzimas

Para determinar el peso molecular se utilizaron dos aproximaciones. En primer lugar, se
calculé la migracion relativa (RF) de las enzimas, con respecto a la migracion de las bandas de
proteinas del estandar utilizado (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific,
[l., USA). Con los valores de RF obtenidos para el estandar de proteinas se realizé una curva

de calibracion, a través de la cual se interpold el peso molecular de cada una de las enzimas
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caracterizadas. En paralelo se determiné el peso molecular de las enzimas, a través del calculo
del tiempo de retencién de las proteinas en una columna de exclusién molecular Superdex 75
increase 10/300 Gl. Previamente se cred una curva de calibracidn usando el tiempo de
retencion de las proteinas presentes en un estandar de calibracion para columnas de filtracion
en gel (Biorad, CA, USA). Conociendo el tiempo de retencidén de dichas proteinas, con peso
molecular conocido, se creé una curva de calibracion a través de la cual se interpold el peso

molecular de las enzimas, conociendo su tiempo de retencion en la columna.
2.10 Ensayo de glicosilacién

La presencia de glicosilaciones en las enzimas se evaluaron mediante el kit Pierce
Glycoprotein Staining (Thermo Scientific, IL, USA). Brevemente, las enzimas, un control positivo
(Perdxidasa de rabano picante} y un control negativo (Inhibidor de tripsina de frijol) fueron
separadas utilizando un gel SDS-PAGE. Luego, el gel fue embebido en 100 ml de una solucién
50 % metanol en agua destilada por 30 min. Transcurrido este tiempo se eliminé la solucion de
etanol y este incubd por 10 min con 100 ml de una solucion 3 % viv de acido acético,
repitiéndose esta etapa una vez mas. Posteriormente el gel se incubd con agitacion con 25 ml
del reactivo oxidante por 15 min, luego se elimind esta solucion, y el gel fue incubado con 100
ml de una solucion 3 % v/v de Acido acético por & min. Este proceso se repitié dos veces mas.
Entonces, el gel fue incubado con 25 ml del reactivo “Glycoprotein Staining” y fue agitado por 15
min. Luego, el gel fue incubado con 25 mL del reactivo reductor durante & min, hasta la
aparicién de bandas color violeta. Por ultimo, el gel fue lavado con una abundante cantidad de

una solucién 3 % v/v acido acético, y luego con agua.

2.11 Especificidad de sustrato de las enzimas amilasas.

Las enzimas amilolticas purificadas fueron ensayadas utilizando los sustiratos etilideno-
pNP-G7 o 4-Nitrofenol a-D-glucopiranésido, los cuales son hidrolizados especlﬁcamfente por o-
amilasas o a-glucosidasas/glucoamilasas, respectivamente. Brevemente, se mezclaron 100 pl
de cada una de las enzimas con 100 pl de cada sustrato (por separado), y se cuantifico la

hidrdlisis de los sustratos por distintos periodos de tiempo (entre 0 y 210 min). La hidrolisis de
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cada sustrato se siguié mediante lecturas de Absorbancia a 405 nm ufilizando un lector de placa
Epoch (Biotek Instruments Inc, Winooski, VT, USA), ya que los sustratos estan marcados con p-
nitrofencl que al ser hidrelizado produce una coloracion amarilla que absorbe a 405 nm. En
paralelo se realiz6 una curva de calibracion utilizando concentraciones conocidas de p-
nitrofenol, datos que sirvieron para cuantificar [z cantidad de p-nitrofenol en los ensayos con las
enzimas purificadas. La especificidad de las celulasas se ensayaron incubando 100 pl de las
enzimas con 100 pl de celobiosa 10 g/l, y se cuantificd |a liberacion de glucosa por 1 h, a través

del método del DNS.
2.12 Cuantificacion de la liberacién de glucosa.

La liberacion de glucosa producida por las enzimas evaluadas se determind a través del
kit comercial D-Fructose/D-Glucose (Megazyme, 1L, USA). El ensayo se basa en que la glucosa
liberada por la reaccién enzimatica es convertida a glucosa 6-fosfato a través de la enzima
hexoquinasa, y luego esta glucosa 6-fosfato es convertida a gluconato 6-fosfato en presencia de
NADP*, mediante la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa. Producto de esta reaccién se
libera NADPH (equimclarmente con respecto a la glucosa), y por lo tanto la cuantificacion de
este es una medida indirecta para obtener la concenfracién de glucosa. La liberacién de
NADPH se cuantificd mediante lecturas de absorbancia a 340 nm, y se siguié el protocolo

indicado por el fabricante.

2.13 Experimentos de Plackett-Burmman

Para determinar qué factores tienen un mayor impacio sobre las actividades enzimaticas de las
enzimas amilasas y celulasas, se realizo un disefio de Placket-Burmann de dos nivelgs. Através
de este disefio se evalud el efecto del pH, la temperatura, la concentracion de sustrato y la
presencia de CaCl: o MgClz, sobre la actividad de las amilasas y celulasas. Para esto se
disefiaron 8 ensayos para cada enzima, en donde se variaron los factores a analizar, y en cada
uno de estos se siguié la actividad enzimatica a lo largo del ensayo. Cada factor fue evaluado

en dos niveles: -1 para el nivel mas bajo y +1 para el nivel mas alto. Las tablas:3, 4, 5y 6
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ilustran las variables y los correspondientes valores usados en cada disefio experimental. El
tratamiento de los datos para analizar el efecto de cada factor se realizé como se ha descrito

anteriormente (Stanbury y col., 1995).

Tabla 3. Condiciones de ensayo Plackett-Burmann de la glucoamilasa de Teiracfadium sp.

Factores
Ensayo T (°C) pH | AS (g/l) | CaClz (mM) | Error | MgClz (mM) | Error
1 50 8 10 10 1 0 0
2 30 8 10 0 -1 10 0
3 30 6 10 0 1 0 1
4 50 6 1 0 1 10 0
5 30 8 1 10 1 10 1
6 50 6 10 10 -1 10 1
7 50 8 1 0 -1 0 1
8 30 6 1 10 -1 0 0

Tabla 4. Condicicnes de ensayo Plackett-Burmann de la a-glucosidasa de D. fristingensis

TODA.
Factores

Ensayo | T{(°C) pH | AS (g/l) |CaClz (mM) | Error |MgCla (mM) | Error

1 37 7 10 10 1 0 0

2 25 7 10 0 -1 10 0

3 25 5 10 0 1 0 1

4 37 5 1 0 1 10 0

5 25 7 1 10 1 10 1

6 37 5 10 10 -1 10 1

' 7 37 7 1 0 1 0 1
f 8 25 5 1 10 -1 0 0




Tabla 5. Condiciones de ensayo Plackett-Burmann de la celulasa de Telracladium sp.

Factores
Ensayo | T(°C) ] pH | CMC (g/l) | CaCl: (mM | Error | MgClz (mM) | Error
1 50 | 8 10 10 1 0 0
2 0 18 10 0 4 10 0
3 30 | 6 10 0 1 0 1
4 50 6 1 0 1 10 0
5 30 ‘ 8 1 10 1 10 1
6 50 i 6 10 10 -1 10 1
7 50 { 8 1 0 1 0 1
8 30 8 1 10 -1 0 0
Tabla 6. Condiciones de ensayo Plackett-Burmann de la celulasa de M. gelida.
Factores
Ensayo | T (°C) i pH | CMC (gfl) | CaClz (mM | Error | MgClz (mM) Error‘
1 w0 ' 7 10 10 1 0 0
2 25 | 7 10 0 -1 10 0
3 25 1 5 10 0 1 0 1
4 40 5 1 0 1 10 0
5 25 7 1 10 1 10 1
6 40 | 5 10 10 -1 10 1
7 40 7 1 0 -1 0 1
8 25 5 1 10 -1 0 0
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2.14 Experimentos de superficie de respuesta

Para determinar los oépiimos de pH y temperatura de las reacciones caializadas por las
enzimas, se realizaron reacciones enzimaticas a diferentes temperaturas (25, 30, 32,5, 35, 37,5,
40, 42,5, 45, 47,5, 50 °C} y pH (4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8, 8,5 y 9), alrededor de los
valores éptimos de pH determinado previamente. Los sustratos utilizados fueron AS o CMC 10
g/l y las reacciones se incubaron por diferentes tiempos. Las reacciones se siguieron mediante
el método del DNS, y se detuvieron cuando no se observd un incrementd lineal en la
concentracién de aztcares reductores (cuando se llegd al equilibrio). La concentracion de los
azicares reductores liberados en cada condicion fue graficada como una superficie de

respuesta.
2.15 Actividad y estabilidad de las enzimas con respecto a [a temperatura

Las enzimas se incubkaron con AS 10 g/l o CMC 10 g/l, seguln corresponda, a 4, 10, 15, 22, 30,
35, 37, 40, 45, 50, 55 0 60 °C por una hora, y luego se ensayaron mediante el método del DNS.
Para los experimentos de estabilidad, las enzimas se incubaron previamente a 4, 10, 15, 22, 30,
358, 37, 40, 45, 50, 55 o 60 °C por una hora, y luego dichas muestras fueron ensayadas para
actividad amilasa o celulasa a la respectiva temperatura 6ptima determinada para cada enzima.
Adicionalmente se evalué la cinética de estabilidad de cada enzima, incubandolas entre 22-60

°C por 0-8 t, usando el mismo procedimiento.
2.16 Parametros cinéticos de las enzimas amilasas

Se incubaron diferentes soluciones de AS (4 a 10 g/l) vy con diferentes soluciones de enzima
(0,8-25,4 pg/ml), para determinar la concentracion de enzima que permitia visualizar distintas
velocidades de reaccion. En los ensayos cinéticos, las reacciones se llevaron a cabo a las
temperaturas y pH éptimos para cada enzima, utilizando una concentracién de enzima de 1,5
ug/ml y diferentes concentraciones de AS. 50 ul de las enzimas fueron tomadas a diferentes
tiempos (0, 30, 60 80, 120, 150, 180 y 220 min), y se ensayarcn a fravés del método del DNS.

Las pendientes de las fases lineares de las reacciones se calcularon, y se consideraron como la
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velocidad inicial de las reaccion. Los experimentos se realizaron en triplicado. Los parametros

cinéticos k. y Vmax se obtuvieron a partir de los valores obtenidos de velocidad de reaccién y

concentracion de sustratos y a través de una regresion no lineal de tipo Hill disponible en el
programa Origin para determinar si la enzima presentaba un comportamiento de tipo Michaelis-
Mente (OriginLab, Northampton, MA). Los valores de kcat Se determinaron utilizando los valores

de ki Y Vmax.

2.17 Espectroscopia de masas

Las enzimas se liofilizaron utilizando el liofilizador Free Zone 2.5 liter Benchtop Freeze Dry
System (Labconco, Kansas, USA) y se enviaron al servicio central de investigacion
experimental (Valencia, Espafia). Para el analisis las muestras estas fueron reconstituidas en
agua y fueron digeridas con tripsina (grado de secuenciacion). Las reacciones fueron detenidas
con acido trifluoroacético 1 %, y concentradas hasta 20 pl utilizando una bomba de vacio. Se
utilizaron 5 pl de esta solucion para ser analizada por cromatografia liquida y espectroscopia de
masa en tandem (LC-MS/MS). Los datos obtenidos para cada muestra fueron analizados con
Mascot, y solo los resultados con una puntuacién mas alta que 54 fueron considerados

estadisticamente significativos.

2.18 Analisis de secuencias aminoacidicas, modelamiento y analisis bioinformaticos.

Las secuencias del genoma y los transcriptomas de Tetracladium sp. disponibles en
nuestro laboratorio, se analizaron con el programa Geneious v. 8.1.9 (Kearse y col., 2012). Los
transcriptomas analizados se obtuvieron a partir de RNA total extraido de células cosechadas
luego de 40 h de crecimiento a 22 °C en dos medios de cultivo con distintas fuentes de carbono:
SD-glucosa 1 % y SD-almidén soluble 1 %. La clasificacién de los genes identificados segln su
funcién o proceso biolégico en que participan se realizé utilizando la base de datos UniProt

(Universal Protein Resource) disponible en internet (www.uniprot.org). La expresiéon a nivel de

transcrito de los distintos genes analizados se estimé a partir de su representacion en cuanto a

nimero de lecturas o “Reads” en cada transcriptoma y se expresd con el valor de FPKM
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(Fragments Per Kilobase of exon model per Million Mapped fragments) que refleja la
concentracion molar del transcrito en la muestra inicial, normalizando por la longitud del RNA y
el numero total de “lecturas o reads” (Mortazavi, Williams, McCue, Schaeffer, & Wold, 2008).

Este valor se calcul6 con la siguiente formula:

C = 10°

FPKM = NL

Donde: FPKMg: Fragments Per Kilobase of exon model per Million Mapped fragments, C:
numero de reads mapeados en el exdn del gen, N: reads totales, L: suma del exén en pares
bases.

Los alineamientos multiples de secuencias se realizaron con el programa utilizando la
aplicacion ClustalW2 (disponible en el programa Geneious). La estructura cristalografica
(nimero de PDB = 2VN7.A) que se utilizé para modelar por homologia la glucoamilasa de
Tetracladium sp. se obtuvo en la base datos de la herramienta “Swiss-Model” (https://
swissmodel.expasy.org), y se utilizé dicha estructura debido a que fue la que presenté mayor
cobertura e identidad con la secuencia aminoacidica de la glucoamilasa a modelar. El modelo
de dicha glucoamilasa se obtuvo a través de esta herramienta, y la manipulacion posterior del
modelo se realizé mediante el programa “Swiss-PDB viewer” (Guex & Peitsch, 1997). El modelo
generado presentdé un QMEAN de 1,26, lo que valida que fue realizado correctamente. Ademas,

la calidad del modelo se verificd mediante el programa Verify3D (http://services.mbi.ucla.edu/

Verify 3D/).
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3. RESULTADOS.

Objetivo 1. Evaluar las actividades amilasas y celulasas de extractos proteicos

extracelulares de levaduras psicrofilas y/o psicrotolerantes.

Seleccidn de las levaduras

Las levaduras que poseen actividad amilasa ¢ celulasa, detectadas previamente en
ensayos de colonia (Carrasco y col., 2012) fueron crecidas en medio de cultivo liguido, y desde
los sobrenadantes de estos cultivos se obtuvo las proteinas totales. Las actividades enzimaticas
de las muestras se evaluaron a diferentes pH y temperaturas en ensayos en placa. Con estos
experimentos se determind que trece levaduras producen alguna amilasa extracelular, de las
cuales tres son producidas por levaduras psicrotoleranies y las restantes por levaduras
psicréfilas. Por su parte, diez levaduras producen alguna celulasa extracelular, siendo cuatro
producidas por levaduras psicrotolerantes y seis por levaduras psicréfilas. Debido a que ambas
actividades enzimaticas se detectaron en mas de una levadura psicréfila y/o psicrotolerante, es
gue se seleccionaron aquellas que presentaron los mayores halos para cada actividad
enzimatica. La mayoria de las muestras presentaron alta actividad amilasa a pH 5,4,y 6,2, y en
el rango de temperatura de 30 °C a 37 °C (Figura 3). Para las levaduras psicrotolerantes la
mayor actividad amilasa se chservéd en las muestras de Telracladium sp., mientras que desde
las levaduras psicrofilas se observd la mayor actividad en las muestras obtenidas desde D.

fristingensis T9Df1. En relacidn a los ensayos de actividad celulasa, esta actividad no pudo ser
ensayada a un pH de 4,6 debido a que el medio suplementado con AS y agar no solidifica a
este pH. La mayoria de las muestras presentaron alta actividad celulasa a pH 5,4, y en el rango
de temperatura de 30 °C a 37 °C (Figura 4). Como se muestra en la Figura 4A la mayor
actividad celulasa en las levaduras psicrotolerantes se observd en las muestras de Tetracladium
sp. (pH 54; 30 °C), mientras que la mayor actividad celulasa en levaduras psicréfilas

corresponde a las muestras de la levadura Leuconeurospora sp. T17Cd1 (pH 6,2, y 22-30 °C).
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Temperatura, °C
pH 4 10 15 22 30 37 L H

D. fristingensis ( T9DF]

icladium sp

Ly gastricus

v gilvencens

Lenconeusospora sp

H watticus

Rk glacialis (TIIRs)

Rh. glacialis (Trgh)

Droszeyra s

Figura 3. Actividad amilasa de los extractos proteicos extracelulares. Las proteinas totales
fueron obtenidas desde sobrenadantes libres de células de levaduras psicrotolerantes (A) o
psicrofilas (B), las cuales fueron cultivadas en medio YM suplementado con glucosa. La
actividad amilasa se evalué mediante el método de ensayo en placa, a diferentes pH y
temperaturas, y normalizados por la cantidad total de proteina. La escala de color indicada en la
figura representa los valores de actividad enzimatica méas bajos (L, Negro), hasta los mayores
(H, Rojo). Adaptado desde Carrasco y cols., 2016. Las unidades de actividad enzimatica se
indican como el cuociente entre el radio del halo en mm y la masa de proteina agregada en mg.
En (C) se muestra un ensayo en placa, en donde los numero 4, 5, 6 y 7 representan diferentes
muestras de proteinas evaluadas.
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Cr. gastricus

Tetracladium sp.

L. fragaria
W anomalus

Cr victewiae

Temperatura, °C ~ mmimg - b, i

15

10

Figura 4. Actividad celulasa de los extractos proteicos extracelulares. Las proteinas totales
fueron obtenidas desde sobrenadantes libres de células de levaduras psicrotolerantes (A) o
psicrofilas (B), las cuales fueron cultivadas en medio YM suplementado con glucosa. La
actividad celulasa se evalué mediante el método de ensayo en placa, a diferentes pH y
temperaturas, y normalizados por la cantidad total de proteina. La escala de color indicada en la
figura representa los valores de actividad enzimatica mas bajos (L, Negro), hasta los mayores
(H, Rojo) evaluados desde los sobrenadantes de cultivos de las especies de levaduras. Las
unidades de actividad enzimatica se indican como el cuociente entre el radio del halo en mm y
la masa de proteina agregada en mg. En (C) se muestra un ensayo en placa, en donde los
numero 1, 2 y 3 representan diferentes muestras de proteinas evaluadas. Adaptado desde
Carrasco y cols., 2016
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Sin embargo, aunque el halo observado para Leuconeurospora sp. T17Cd1 fue el mayor,
también fue uno de los mas tenues. Es por esto gue se selecciond a la celulasa producida por
levadura psicrofila M. gelida para futuras caracterizaciones ya que presenté el halo mas nitido
dentro de todas las muestras evaluadas.

De acuerdo con esto se seleccionaren las amilasas producidas por Tefracladium sp.
(psicrotolerante) y por D. fristingensis T9Df1 (psicrofila), y las celulasas producidas por

Telracladium sp. (psicrotolerante) y por M. gelida (psicréfila).

Efecto del sustrato en [a produccion de amilasas y celulasas por levaduras psicréfilas y

psicrotolerantes.

Un resultado interesante fue que no se observd actividad amilasa en las muestras
provenientes desde las levaduras Cryptococcus sp. y Cr. gilvencens (ahora Goffeauzyma
gilvescens), ni actividad celulasa en [as muestras obtenidas desde la levadura Cr. gastricus,
Holtermaniella watticus, Leucosporidiella fragaria (ahora Leucosporidium fragarium) y W.
anomalus, levaduras que habian presentado la respectiva actividad en ensayos en colonia. En
dichos ensayos se observa directamente la hidrdlisis de AS o CMC, razén por la cual es poco
probable la obtencion de falsos positivos. A diferencia de los ensayos en placa, los medios
liquidos no fueron suplementados con dichos sustratos. Para evaluar si la produccién de
amilasas y celulasas por las levaduras requieren [a presencia del respectlivo sustrato, estas se
crecieron en medio YM suplementado con AS o CMC. En la Figura 5 se muestra las actividades
enzimaticas amilasas de las muesiras de protelnas desde las levaduras cultivadas en medio

suplementado con glucosa, o AS, evaluadas al pH y temperatura a los cuales presentaron la

mayor actividad en cada caso. Se observd un efecto inductor de AS en la produccién de la
actividad amilasa en 4 especies de levaduras, mas notoriamente en las levaduras G gilvescens
y M. roberiii. En ofras especies, la actividad amilasa fue mayor en las levaduras cultivadas en

medio suplementado con glucosa en relacion al medio suplementado con AS.
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Figura 5. Comparacién de las actividades amilasas extracelulares desde muestras
suplementadas con diferentes fuentes de carbono. Muestras de proteinas fueron obtenidas
desde cultivos de levaduras en medio YM suplementado con glucosa, YM-G (columnas blancas)
o AS, YM-AS (columnas negras). La actividad amilasa fue evaluada y normalizada por la

concentracion total de proteina utilizada (pg) utilizada en este ensayo, la cual es indicada en
cada columna.
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Para la levadura Crypfococcus sp. no se observo actividad amilasa en los exiractos
proteicos obtenidos desde los cultivos crecidos en ambas condiciones. En los analisis
realizados para las actividades celulasas (Figura 6), un efecto inductor de la CMC fue
observado para Cr. gastricus (ahora Goffeauzyma gastrica), H. walticus y Le. fragan‘_'a, mientras
que en las muestras desde ofras especies se observd las mayores actividades celulasas
cuando las levaduras fueron cultivadas en medios suplementados con glucosa. Como se indica
en cada columna de las Figuras 5 y 6 para la mayoria de las especies de levaduras, la cantidad
de proteinas totales fueron mayores en las muestras desde cultivos suplementados con AS o
CMC en comparacion a los cultivos con glucosa. Sin embargo, el incremento en el contenido
proteico no se correlacioné con un incremento de las actividades amilasas o celulasas en las
muestras. Aungue Cryptococcus sp. y W. anomalus presentaron actividad enzimatipa, amilasa
y celulasa respectivamente, en ensayos de colenia, las actividades no fueron detectadas en las
muestras de proteinas extracelulares desde cultivos de las levaduras en ninguna de las

condiciones usadas.

Cryptococcus sp. y W. anomalus asimilan AS y CMC, respectivamente.

La pregunta que surge desde los resultados anteriores es si realmente las levaduras son
capaces de ufilizar los sustratos como fuenie de carbono. Es por esto que a se evalué el
crecimiento de las levaduras en medio minimo (YNB) suplementado con AS 0 CMC come unica
fuente de carbono. Como se observa en la Figura 5, ambas levaduras fueron capaces de crecer
en un medio minimo suplementado solo con AS o CMC. Tenido en cuenta los resdltados, una
posibilidad es que las correspondientes enzimas estan ancladas a membrana, como ha sido
descrito para ofras enzimas en dos especies de Aspergillus (Van Dyk y Pletschke, 2012). En
cuanto a los resultados obtenidos para las restantes levaduras se ohservd la mayor produccion
de biomasa en medio suplementado con 2 % de AS, excepto Cr. gilvescens y Rh. QIacialis B19
las que alcanzaron [a mayor biomasa a 0.5-1 % y 1 % de AS, respectivamente (Anlaxo 4). Con

respecto a la utilizacién de CMC, la mayoria alcanz6 la mayor biomasa cuando estas fueron
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crecidas con 2 % de CMC, con la excepcion de Leuconeurospora sp., T27Cd2 la cual alcanzd

su mayor biomasa cuando fue crecida con 0,5 % CMC (Anexo 4).
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Figura 6. Comparacion de las actividades celulasas extracelulares desde muestras
suplementadas con diferentes fuentes de carbono. Muestras de proteinas fueron obtenidas
desde cultivos de levaduras en medio YM suplementado con glucosa, YM-G (columnas blancas)
o CMC, YM-CMC (columnas grises). La actividad celulasa fue evaluada y normalizada por la
concentracidn total de proteina utilizada {ug) utilizada en este ensayo, la cual es indicada en
cada columna.

31




Es importante mencionar que la concentracién de 2 % de cada compuesto es la mayor
a la que fue posible realizar los estudios, ya que a concentraciones mayores la viscosidad del
medio es muy alta. La capacidad de las levaduras para fermentar ambos compuestos fue
evaluada mediante el método de Durham y cuantificacion de etanol en el medio. Ninguna de las
levaduras analizadas fue capaz de fermentar AS o CMC (datos no mostrados). Con fines
comparativos se realizaron fermentaciones utilizando glucosa como fuente de carbono, en
donde se observé la fermentacion de esta aztcar en las levaduras C. sake, M. blollopis, M.
gelida, y W. anomalus. Tomando en consideracién estos resultados, es posible sugerir que las
especies de levaduras analizadas fueron capaces de asimilar AS y/o CMS, pero no son capaces

de fermentar estos compuestos, a las concentraciones ensayadas.

Objetivo 2. Purificar e identificar las enzimas amilasas y celulasas desde

levaduras psicréfilas y psicrotolerantes.

Parte I: Seleccidn del medio de cultivo y condiciones de crecimiento

Las levaduras productoras de amilasas extracelulares seleccionadas (Tetracladium sp. y D.
fristingensis T9Df1) se crecieron en medio liquido YM suplementado con glucosa o AS, mientras
que las levaduras productoras de celulasas (Tefracladium sp. y M.gelida) se crecieron en medio
liquido YM suplementado con glucosa o CMC. Se realizaron curvas de crecimiento en donde se
determind las actividades enzimaticas, el perfil proteico de las alicuotas colectadas, y con los
datos obtenidos se estimaron las tasas de crecimiento (u) y los respectivos tiempos
generacionales (i) ulilizando el modelo de Gompertz (Zwietering y col., 1920). Como se
muestra en la figura 7A, Tetracladium sp. poseetla una fase de latencia mas larga en el medio
YM-S en comparacion al medic YM-G, pero en fase estacionaria de crecimiento se alcanza la
misma densidad ¢ptica en ambas condiciones. Los valores de p y t; obtenidos para

Tetracladium sp. en glucosa fueron 0,186 h' y 5.4 h, mientras que los valores obtenidos en AS

32




0.125 0.25 os W B %ph

Peso seco, g/l

W anomalus

Cryptococcus sp

fueron 0,23 h'' y 4.4 h. Estos resultados sugieren que Tetracladium sp. creceria levemente

mejor en AS.

Figura 7. La biomasa alcanzada por las levaduras cultivas con AS o CMC como fuentes de carbono
Unicas. Cryptococcus sp. y W.anomalus levaduras fueron cultivadas en medio minimo YNB suplementado
con AS o CMC, respectivamente, hasta alcanzar |la fase estacionaria de crecimiento. La concentracion
(%p/v) de cada fuente de carbono es indicada en la parte superior de las graficas. El crecimiento basal de
las levaduras en el medio YNB sin la suplementacion de ninguna fuente de carbono fue sustraida para
cada condicién. Adaptado desde Carrasco y cols., 2016.
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Figura 8. Curvas de crecimiento, perfiles de proteinas extracelulares y actividad amilasa a lo largo de la
curva de crecimiento. Tetracladium sp. (A) y D. fristingensis T9Df1 (D) se cultivaron en medio YM
suplementado con glucosa (cuadrados) o almidén soluble (circulos) y se siguié el crecimiento mediante
lecturas de DOsoo nm. Muestras fueron tomadas a diferentes tiempos a lo largo de la curva de crecimiento
para ambas levaduras y se determinaron los perfiles de proteinas a través de SDS-PAGE, y se tifieron
mediante tincién con plata. En (B) y (C) se muestra el perfil de proteinas extracelulares y la actividad
amilasa de las muestras de Tetracladium sp. en glucosa y almidon soluble, respectivamente. En (E) y (F)
se muestra el perfil de proteinas extracelulares y la actividad amilasa de las muestras de D. fristingensis
T9Df1 en glucosa y almiddn soluble, respectivamente. La actividad enzimatica se determindé mediante el
meétodo del DNS, determinandose las maximas actividad amilasas para ambas levaduras en medio YM
suplementado con AS. El asterisco celeste y rojo indican las bandas proteicas que se correlaciona con los
mayores niveles de actividad encontrados para Tefracladium sp. (proteina de 80 kDa) y para D.
fristingensis T9Df1 (proteina de 30 kDa).




En los perfiles de proteinas extracelulares obtenidos para Tetracladium sp. en glucosa
(Figura 8B) y AS (Figura 8C) se observa que durante la fase exponencial de crecimiento
(aproximadamente 35 horas) comienza a aparecer una banda proteica de Mr 80.000, la cual
alcanza su maximo de intensidad durante la fase estacioharia de crecimiento (60 horas). La
intensidad de esta banda se correlaciona con los niveles de actividad amilasa determinados en
cada punto (ver asteriscos en la Figura), siendo el maximo alcanzado a las 69 hora}s en medio
suplementado con AS. En las curvas de crecimiento de D. fristingensis T9d{1 (Figura 9D) en
medio YM-G o AC a 15°C no se observé un crecimiento de tipo exponencial, Esto se confirmé
mediante un ajuste lineal utilizando logaritmo natural, no observandose este tipo de relacion
entre la densidad oOptica y el tiempo de la curva de crecimiento (datos no mostrados). Es por
esta razén que no se obtuvo los parametros cinéticos p vy 1. Sin embargo, en la Figura 9D se
observa que la levadura alcanza una mayor densidad optica en medio YM-G en comparacion
con YM-AS. Sin embargo, la actividad amilasa maxima determinada en YM-AS fue dos veces
mayor en relacion al medio YM-G (ver asterisco en figura 9F). Los petfiles extracelulares
oblenidos para D. fristingensis T9DF1 en glucosa (figura 9E) y AS (Figura 6F) se correlacionan
con la presencia de una proteina de aproximadamente 30 kDa. Es imporiante sefialar que en
los experimentos posteriores se cosecharon los sobrenadantes libres de células a las 50 horas
de cultivo en medio suplementado con AS, ya que en tiempos posteriores se observa una
disminucién en la presencia de proteinas exiracelulares concomitanie con la pérdida de
actividad enzimatica.

No se logro obtener el perfil de proteinas de las muesiras obtenidas de las curvas de
crecimiento de las levaduras productoras de celulasas suplementadas con CMC, debido a que
la viscosidad del medio de cultivo impidié |a visualizacion de las proteinas presentes en las
muestras. Como se observa en las Figuras SA y 9B tanito Tefracladium sp como M. gelida no
presentaron un crecimiento de tipe exponencial en glucosa y CMC. Sin embargo en dichas

figuras se observa claramente que ambas levaduras alcanzan una mayor biomasa en medio YM
suplementado con glucosa. Al analizar la actividad celulasa de Tefracladium sp. durante |a curva
de crecimiento en ambas fuentes de carbono, se observd que la mayor actividad se obtuvo en

el medio YM suplementado con CMC durante Ia fase exponencial de crecimiento. |
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Figura 9. Curvas de crecimiento, actividad celulasa y perfiles de proteinas fraccionadas. Tetracladium sp.
(A) y M. gelida (B) se cultivaron en medio YM suplementado con glucosa (cuadrados negros) o CMC
(circulos negros) y se siguid el crecimiento mediante lecturas de DOsoo Nm. Muestras fueron tomadas a
diferentes tiempos a lo largo de la curva de crecimiento y se determiné la actividad celulasa de cada
muestra para los extractos obtenidos en glucosa (cuadrados blancos) y con CMC (circulos blancos). En
(C) y en (D) se muestran los perfiles de proteinas extracelulares de las proteinas presentes en la fraccion
80 % de sulfato de amonio obtenido en cada condicion para Tetracladium sp. y M. gelida, respectivamente.




Se determiné el perfil de actividad celulasa a lo largo de la curva de crecimiento en glucosa
y CMC para M. gelida pero no se cbservo actividad en dichas muestras, lo cual proibablemente
se deba a la baja concentracién de la enzima. En las Figuras 9C y 9D se muestrar! los perfiles
de proteinas extracelulares de las fracciones de proteinas precipitadas con 80 % de sulfato de
amonio, tanto para los cultivos obtenidos en YM-G y como en YM-C, para ambas levaduras.
Para Tetracladium sp., se observé un incremento en la cantidad de proteinas e)ftracelu[ares
producidas en medio YM-C en relacién al medio YM-G. Sin embargo, no se obseryan bandas
definidas en los extractos de protelnas extracelulares de la levadura M. geﬁda,l en ambos
medios de cultivo (Figura 9D). Para evaluar si M. gelida producia una mayor cantidad de
proteinas extracelulares en otras condiciones, se evalué el crecimiento de esta levadura en un
medio de cultivo suplementado con diferentes concentraciones de CMC (0.1 % p/v y 0.5 % piv).
Luego, en fase estacionaria de crecimiento se obtuvo las proteinas extracelulares totales. En la
Figura 10A se muestran los resultados obtenidos de la actividad celulasa para las fracciones 80
% de sulfaio de amonio obtenidas en cada condicién, y como se puede observar la mayor
actividad celulolitica se obtuvo cuando el cultivo se suplementé con 1 % CMC. Sin embargo, al
igual que lo observado previamente no se obsetrvan bandas de proteinas definidas en los
perfiles extracelulares (Figura 10B) en ninguna de las condiciones ensayadas. La deteccion de
actividad celulasa en las fracciones es indicativo de la presencia de este tipo enzimas, pero
estas probablemente estarfan poco concentradas y por lo tanto no se observan en la tincion con
azul de Coomassie, razén por la cual fueron tefiidas con nitrato de plata (Figura 10C). Sin
embargo, se pudo correlacionar una banda proteica con la actividad celulasa observada en esta
fraccion. Por lo tanto, M. gelida secretaria una baja cantidad de proteinas, razén por la cual no
se continud con la caracterizacion de la celulasa desde esta levadura debido a las dificultades
técnicas para obtener la enzima en cantidades y pureza necesarias para su correcta

caracterizacion.
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Figura 10. Perfil de proteinas y actividad celulasa de extractos proteicos extracelulares de M.gelida
obtenidos en medios de cultivo YM suplementado con glucosa o con diferentes concentraciones de
CMC. En (A) se muestra la actividad celulasa determinada mediante el método del DNS de las
fracciones 80% sulfato de amonio obtenidas desde extractos proteicos extracelulares de M.gelida
crecidos en glucosa, 0.1% CMC, 0.5% o 1%CMC y M.gelida. En (B) y (C) se muestran los perfiles de
proteinas extracelulares de dichas fracciones, las que se tifieron con azul de coomassie o tincién con
plata, respectivamente.
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Parte II: Purificacion de las enzimas

Desde sobrenadantes de cultivos de Tefracfadium sp. y D. fristingensis T9Df1 obtenidos
en medio YM-S en fase estacionaria y exponencial de crecimiento, respectivamente, se realizo
la precipitacién fraccionada de las proteinas utilizando sulfato de amonio (20 a 80 % de
saturacion). Se realizé el mismo procedimiento con los sobrenadantes de cultivo de
Tefracladium sp. obtenidos en fase exponencial en medio YM-C. Las actividades. amilasas y
celulasas se determinaron en cada fraccién, revelando que la fraccién obtenida con 60 % de
sulfato de amonio fue la que presenté la mayor actividad amilasa en ambas levaduras
analizadas (Figura 11), y la fraccién 60 % también fue la que presenté la mayor actividad
celulasa en las muestras obtenidas desde Tetracladium sp. (datos no mostrados). Es por esto
que la precipitacién de proteinas con dichas concentraciones de sal se utilizarorl para los
restantes experimentos.

Los extractos de proteinas obtenidos desde Tefracladium sp. (para actividad amilasa) se
suspendieron en una solucion amortiguadora fosfato de sodio 20 mM, pH 7.0 y 150 mM NaCl,
mientras que los extractos obtenidos desde D. fristingensis T9DM y desde Tetracladium sp.
{para activic.:lad celulasa) se suspendieron en una solucién amortiguadora fosfato de sodio 20
mM y pH 7.0. Dichas muestras se dializaron contra las mismas soluciones amortiguadoras a
traves de una columna HiTrap Desalting (General Electrics). Para la purificacion de la amilasa
de Tefracladium sp. en una primera instancia se utilizé cromatografia de intercambio aniénico y
catiénico, usando distintos buffers, resinas y pHs, sin embargo, no se logr6 obtener la enzima
pura, por lo cual se optd por filtracion en gel. Los resultados obtenidos para la puriﬁgacién dela
amilasa de Tetracladium sp, se muestran en la Figura 12, observandose dos picos proteicos en
el cromatograma de los cuales la actividad amilasa fue detectada en el pico 1 (fracciones 40 a
la 50). Al analizar el perfil proteico de estas fracciones se desprende que [a actividad amilasa

detectada se correlaciona con la presencia de una sola banda proteica de Mr 80.000.

39




Figura 11. Perfiles de proteinas extracelulares y actividad amilasa de las distintas fracciones de proteinas.
Los extractos de proteinas extracelulares obtenidos desde cultiv utilizando desde un 20 % a 80 % de esta
sal. En esta figura se muestran las fracciones 50 %, 60 % y 80 % para los Tetracladium sp. (A) y para D.
fristingensis T9Df1 (B) las cuales presentaron actividad enzimatica. Los niveles de actividad enzimatica
encontrados se representan mediante *.
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Figura 12. Purificacion de la enzima amilasa de Tefracladium sp. a través de filtracion en gel. (A) Se
cargaron 1,5 mg de proteina en una columna Superdex 75 10/300 GL equilibrada previamente con
una solucién amortiguadora fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0 y 150 mM NaCl, con un flujo de 0,2 ml/
min. Los valores de absorbancia a 280 nm (linea continua) y la actividad amilasa (linea punteada),
fueron cuantificados. (B) El analisis de SDS-PAGE muestra las fracciones activas (lineas 38 a 45).
En (C) se cargo la proteina glucoamilasa concentrada, y se tifid mediante nitrato de plata. M:
Marcador de proteinas; E: muestra de precipitacion con 80 % sulfato de amonio; C: proteina
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purificada concentrada. La amilasa identificada es indicada con la flecha.
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La amilasa de la levadura D. fristingensis T9DF fue purificada mediante cromatografia

de intercambio catidnico, observandose dos picos proteicos en el cromatograma (Figura 13),
detectandose [a actividad amilasa sélo en el 2 (fracciones 85 a 93, elucion a aproximadamente
a 500 mM NaCl), que se correlaciona con la presencia de una banda proteica de Mr. 30.000. La
purificacion para ambas enzimas se realizd de forma rulinaria en varias ocasiones,
obteniéndose los mismos resultados. La amilasa secretada por Tefracladium sp. corresponde a
una enzima glicosilada (Figura 14), contrario a la amilasa secretada por D. fristingensis T9Df1
(Figura 15).

En la Figura 14 se muesira el cromatograma para la purificacion de la celulasa de
Tetraciadium sp. mediante cromatografia de intercambio catidnico, observandose un Unico pico
de proteinas en el cual se detectd [a actividad celulasa (fraccion 82, elusién a aproximadamente
300 mM NaCl). En el andlisis del perfil proteico de la fraccion 82 se cbservaron al menos 5
bandas proteicas (Figura 14B). Se modificé el protocolo de purificacién utilizando diferentes
gradientes de NaCl y distintos amortiguadores, pero la purificacion que se muestra en esta
figura corresponde al mejor resultado obtenido. Mediante de filtracidén en gel (Figura 15A), la
actividad celulasa detectada desde la fraccién 80 hasta la fraccion 100 y se correlacioné con
dos probables proteinas. No se logré separa ambas proteinas, no obstante del analisis de los
resultados de ambas purificaciones (Figuras 14 y 15), se puede sugerir que la actividad
celulolitica estaria relacionada, con la proteina de Mr. 79.000
. Llama [a atencién que dos protefnas con diferencia de tamafio de 50 kDa no se lograran
separar por filtracién en gel, tras varios intentos. En consecuencia, todas las caracterizaciones
que se realizaron para la actividad celulolitica de Tetracladium sp. que se muestran mas
adelante se realizaron considerando que la enzima celulasa no corresponderia a un enzima

mondémerica.
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Figura 13. Purificacion de la enzima amilasa de D. fristingensis T9Df1 a través de intercambio catidnico.
(A) Se cargaron 1,5 mg de proteina en una columna SP FF 16/10 GL equilibrada previamente con una
solucion amortiguadora fosfato de sodio 20 mM y pH 7,0, con un flujo de 1,0 ml/min. Las proteinas unidas
a la columna fueron eluidas con un gradiente de NaCl de 50 ml desde O hasta 1 M. Los valores de
absorbancia a 280 nm (linea continua), la actividad amilasa (linea punteada) y gradiente i6nico (linea
discontinua), fueron cuantificados. (B) El andlisis de SDS-PAGE muestra fracciones representativas del
pico 1 (20, 25, 30, 35 y 40) y del pico 2 (87). En (C) se cargé amilasa de D. fristingensis T9Df1
concentrada, y se tifid mediante nitrato de plata. M: Marcador de proteinas; E: muestra de precipitacién
con 80 % sulfato de amonio; C: proteinas purificada concentrada. La amilasa identificada es indicada con
la flecha.
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Figura 14. Analisis de SDS-PAGE y de presencia de glicosilacion de la glucoamilasa purificada. (A)
y (B) muestran geles SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomassie o con un kit de tincién de
proteinas, respectivamente. En Los carriles 1 y 4 se cargd la glucoamilasa de Tetracladium sp.;
carriles 2 y 5, una glicoproteina de rabano picante (control positivo); y en los carriles 3 y 6 |la proteina
inhibidora de tripsina de frijol (control negativo).
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Figura 15. Analisis de SDS-PAGE y de presencia de glicosilacién de la amilasa purificada de D.
fristingensis T9Df1. (A) y (B) muestran geles SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomassie o con un kit de
tincién de proteinas, respectivamente. En Los carriles 1y 4 se cargd la amilasa de D. fristingensis T9Df1.;
carriles 3 y 6, una glicoproteina de rabano picante (control positivo); y en los carriles 2 y 5 la proteina
inhibidora de tripsina de frijol (control negativo).
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Figura 16. Purificacion de la celulasa de Tetracladium sp. a través de intercambio catiénico. (A)
Muestras de proteinas fueron cargadas en una columna SP FF 16/10 GL equilibrada
previamente con una solucién amortiguadora fosfato de sodio 20 mM y pH 7,0, con un flujo de
1,0 mli/min. Las proteinas unidas a la columna fueron eluidas con un gradiente de NaCl de 50 ml
desde 0 hasta 1000 mM. Los valores de absorbancia a 280 nm (linea discontinua), la actividad
amilasa (linea continua) y gradiente iénico (linea punteada), fueron cuantificados. (B) El analisis
de SDS-PAGE indica las muestras representativas de la purificacion M: Marcador de proteinas.
Crudo: Extracto de proteinas cargado en la columna; FT: Proteinas no unidas a la resina; 82:

Fracciéon 82.
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Figura 17. Purificacion de la celulasa de Tetracladium sp. a través de filtracion en gel. (A) Muestras
de proteinas fueron cargadas en una columna Superdex 200 10/300 GL equilibrada previamente con
una solucién amortiguadora fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0 y 150 mM NaCl, con un flujo de 0,2 ml/
min. Los valores de absorbancia a 280 nm (linea discontinua) y la actividad amilasa (linea continua),
fueron cuantificados. (B) El analisis de SDS-PAGE muestra las fracciones representativas de la
purificacion (lineas 74, 78, 80, 82, 84, 90, 95 y 97). M: Marcador de proteinas; E: muestra de
precipitacion con 80% sulfato de amonio.
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Parte llI: ldentificacion de las enzimas

Las amilasas purificadas y la celulasa parcialmente purificada fueron liofilizadas y
enviadas al servicio de espectrometria de masas del Instituto de Agroquimica y Tecnologia de
los Alimentos (IATA, Valencia, Espafia). A través del servicio de huella peptidica se logré abtener
péptidos correspondientes a la enzima amilasa de Tetracladium sp., (Tabla 7). Comose observa
en dicha tabla, dichos péptidos presentaron similitud con secuencias amijnoacidicas

pertenecientes a un precursor de la glucoamilasa del hongo A. terreus.

Tabla N° 7. Péptidos identificados mediante el analisis de huella peptidica de la amilasa de
Tefracladium sp.

Peéptido Identificacion Similitud
ALVEGSTFASKVGASCSWCDSQAPQV | Aspergillus lerreus NIH2624
LCFLQR ?lucoamylase precursor 32/32(100%)
CDSQAPQVLCFLOR Aspergiflus terreus NIH2624 14/14(100%)
glucoamylase precursor
(

* Hubo mas péptidos identificados en el analisis pero estos eran fragmentos de los dos péptidos que se
muestran aqui. '

En estudios paralelos, que no son objetivo de esta tesis, se logré secuenciar el genoma
de Tetracladium sp., y ademas se obtuvo el transcriptoma de este hongo crecido en almidén y
en glucosa come fuentes de carbono dnica. Utilizando esta aproximacién se obtuvo un modelo

de genes para los transcritos expresados en esta condicion y también se identificé el proteoma

in sifico de este hongo en dicha fuente de carbono. Se identificaron 3 amilasas' dentro del

genoma de este hongo, dos a-amilasas y una glucoamilasa (Tabla 8).
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Tabla 8. Expresion de los genes de las amilasas putativas de Tetracladium sp. en
medios suplementados con glucosa 0 AS, como Unica fuente de carbono.

Gen putativo Tipo de amilasa Glucosa* AS*
1.g909.t1 Glucoamilasa 1545 1722
0.92254.11 a-amilasa 122 184
2.9884.11 o-amilasa 76 7

* valores de FPKM en cada condicion.

Los péptidos identificados en el andlisis de huella peptidica se buscaron en las
secuencias aminoacidicas de las tres proteinas predichas que eran codificadas por estos genes
putativos, y se encontré que estos pertenecian a la tinica gluccamilasa presente en el genoma.
Ademas, se comprobd que el que codifica para esta gluccamilasa tiene una expresion
ligeramente mayor cuando es adicionado AS como fuente de carbono Unica, en:relacion al
medio con glucosa. Por lo tanto, corroboramos los estudios funcionales que se han descrito
previamente. Con esta esirategia ademas, se logré determinar la secuencia aminoacidica
completa de esta proteina, la cual se sometié a basqueda de regiones conservadas descritas en
otras glucoamilasas de hongos. En [a Figura 18A se muestra la organizacién de esta proteina,
la cual posee un dominio catalitico GH15 que es conservado en todas las glucoamilasas y un
dominio CBM20 el cual participa en la union a ta molécula de almiddn (Figura 18B). Un aspecto
que diferencia de ésta glucoamilasa con respecto a las depositadas en las base de datos, es el
largo del “enlazador” que une a ambos dominios (GH15 y CBM20) el cual posee 84

aminoécidos.
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Figura 18. Regiones conservadas de glucoamilasas de hongos. (A) Se realizé una comparacién entre
las secuencias aminoacidicas de las glucoamilsas de diferentes hongos depositadas en la base de
datos del NCBI. Los aminoacidos del sitio activo involucrados en la unién al sustrato estan indicados
con flechas negras, y el * muestra los aminoacidos que estan involucrados en la catalisis basado en
reportes previos para otras glucoamilasas. El signo — representa los residuos conservados que estan
involucrados en la union del dominio CBM20 a las moléculas de almidén. (B) Representacién
esquematica de la prediccion de la estructura de la glucoamilasa de este trabajo. En este dibujo esta
representado el péptido de sefal, el dominio GH15 y el dominio CBM20 unidos a través de un

espaciador.
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En la mayoria de las glucoamilasas reportadas la extensién promedio de este enlazador
es de 30 aminoacidos, ¥ la maxima extensidon reportada corresponde al enlazador de la
glucoamilasa de Aspergiflus terreus de 70 aminoacidos. Se ha reportado que esta region le
confiere flexibilidad a la estructura de la proteina y contribuye a la catdlisis ya que esta region es
la encargada de poner en proximidad el dominio catalitico GH15 con el dominic CBM20. Los
analisis de huella peptidica para la amilasa de D. fristingensis T9Df1 y para la celulasa de
Tetfracladium sp. (datos no mostrados), fueron realizados, sin embargo no se obtuvo ningan
péptido que hiciera “match” con alguna enzima amilasa depositada en la base de datos o en los

genomas disponibles en el [aboratorio.

Objetivo 3, Determinar las condiciones 6ptimas de actividad enzimatica y [a estabilidad

de las enzimas amilasas y celulasas purificadas

El peso molecular predicho desde la secuencia traducida del CDS de la giucoamilasa
de Tetracladium sp. es de 66.000, mientras la masa determinada a través de migracién relativa
en condiciones denaturantes (SDS-PAGE) y en condiciones nativas (filtracién en gel) se estimé
en 84.000 y 80.000, respectivamente. Aungue no se disponla de las masas teéricas de la
amilasa de D. fristingensis T9Df1 y de la celulasa de Tefracladium sp. se realizé la
caracterizacidn de sus masas en condiciones denaturantes y nativas. Para la amilasa se
determiné una masa de 33.000 y 32.000 en condiciones desnaturantes y nativas,
respectivamente. El andlisis realizado para las dos protelnas presentes en la fraccion 82 de la
celulasa indica que la proteina grande y pequefia poseen masas teéricas en condiciones
desnaturantes de 79.000 y 35.000 kDa, respectivamente. Las protelnas no se lograron separar
en condiciones nativas, confirmande su naturaleza heterodimérica. Estos resu[tad?s sugieren

que las dos enzimas amilasas purificadas a homogeneidad serian proteinas monoméricas,

mientras que [a celulasa seria una proteina heterodimérica.
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La especificidad de las amilasas se determind en ensayos enziméticos usando los
sustratos etilideno-pNP-G7 (especifico para a-glucosidasas y glucoamilasas) o 4-Nitrofenol a-D-
glucopirandsido (especifico para a-amilasa). Los resultados para las amilasas de Telracfadium
sp., y D. fristingensis T9Df1 se muestran en las Figuras 19 y 20, respectivamente, & indican que
ambas enzimas actdan sobre el sustrato 4-Nitrofenol a-D-glucopirandsido (Figura 19B y 20B)
pero no actian sobre etilideno-pNP-G7 (Figura 19A y 20A). Estos resultados sugieren que
ambas enzimas serian del tipo a-glucosidasas o glucoamilasas. Para confirmar que ambas
enzimas corresponderian a este tipo de enzimas, se determiné la liberacién de glucosa desde
almiddn soluble ya que ambas enzimas catalizan [a hidrélisis de AS liberando esta aztcar. Tal
como se observa en las Figuras 19C y 20C, ambas enzimas liberan glucosa desde almidon
soluble. Sin embargo, la glucoamilasa producida por Tefracladium sp. no alcanzé el equilibrio ya
que la reaccién alcanzd un “plateau” en donde no siguié aumentando la actividad enzimatica.
Esto se debe a que probablemente la enzima se inactivo durante el ensayo, a diferencia de la a-
glucosidasa de D. fristingensis en donde no se observa ese comportamiento, sino que se
visualiza un comportamiento lineal de la reaccion.

Como se menciond anteriormente las enzimas p-glucosidasas son un tipo de enzimas
celuloliticas que degradan celobiosa liberando dos unidades de glucosa. Para determinar si la
celulasa de Tefracladium sp. corresponde a este tipo de enzima, esta fue incubada con
celobiosa como sustrato y se cuantificd la glucosa liberada mediante un kit comercial. Los
resultados obtenidos se muesiran en la Figura 21 e indican que dicha enzima no posee
actividad B-glucosidasa. Sin embargo, el extracto crudo inicial utilizado para la purificacién de
estas enzimas si posee dicha actividad. Para determinar el efecto de distintas condiciones
experimentales sobre las actividades de las amilasas y de la celulasa, se aplicé un disefio de
Plackett-Burman de dos niveles, cuyos resultados se resumen en las Tablas 9, 10 y 11. Las
condiciones que mas influyen en la actividad enzimatica para la glucoamilasa y [a celulasa,
ambas producidas por Tetracladium sp., fueron el pH y la temperatura. Para la amilasa de D.
fristingensis T9Df1 se obhservé que el CaClzfue el factor que mas influyé en la actividad de esta

enzima.
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Figura 19. Especificidad de sustrato amilasa de Tefracladium sp. Los ensayos de actividad
amilasa se realizaron a 30 °C usando etilideno-pNP-G7 (A) o 4-nitrofenc] a-D-glucopiranosido
(B) como sustrates. La liberacién de p-nitrofencl fue cuantificada a través de la absorbancia a
405 nm, y la concentracién del producto liberado fue cuantificado mediante una curva de
calibracién usando soluciones puras de p-nitrofenol. Los resultados obtenidos para la amilasa
de Tetracladium sp. se muestran con cuadrados, para una a-amilasa y glucoamilasa comertcial
se muestran como circulos (conlroles positivo), v el control negativo (sin enzima} por
triangulos. (C) Los ensayos con la amilasa fueron realizados con almidén soluble 10 gfl pH 6,0
como sustrato, y la liberacién de glucosa fue cuantificada (Carrasco y cols., 2017a).
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Figura 20. Especificidad de sustrato de la amilasa de D. fristingensis T9Df1. Los ensayos .de actividad
amilasa se realizaron a 37 °C usando etilideno-pNP-G7 (A) o 4-nitrofenol a-D-glucopiranosido (B) como
sustratos. La liberacidn de p-nitrofencl fue cuantificada a través de la absorbancia a 405 nm, y la
concentracion del producto iberado fue cuantificado mediante una curva de calibracién usando soluciones
puras de p-nitrofenol. Los resultados obtenidos para la amilasa de Tetracladium sp. se muestran con
cuadrados, para una a-amilasa y glucoamilasa comercial se muestran como circulos (controles positivo), y
el control negativo (sin enzima) por tridngulos. (C) Los ensayos con la amilasa fueron realizados con
almiddn soluble 10 g/l pH 6,0 como sustrato, y la liberacién de glucosa fue cuantificada (Carr‘iasco y cals,,
2017b).
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Figura 21. Determinacion de la actividad B-glucosidasa de fracciones representativas de la purificacion de
enzimas celulasas de Tetracladium sp. Los ensayos se realizaron con celobiosa 1% p/v como sustrato a
pH 6,0, y la actividad enzimatica se siguié mediante la cuantificacion de la liberacion de glucosa durante
una hora de incubacién. En este ensayo la columna positiva se refiere una solucién de glucosa estandar
utilizada para determinar la validez del ensayo. La columna negativa se refiere a que en dicho ensayo no
se adiciond enzima. Las muestras indicadas como fraccion 82 y extracto crudo se refieren a las muestras
de proteinas ensayadas.
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Tabla 9. Influencia de diferentes condiciones experimentales sobre la actividad de Ia
glucoamilasa de Tefracladium sp.

' Factor Alto Bajo Efecto
Temperatura (°C) 50 30 2.8
pH 8 6 1.9

Almidén soluble {gfl) 5 0.5 1.0
CaClz {mM) 10 o* 0.9

MgCla (miM) 10 o* 0.2

*: No adicién de compuestos.

Tabla 10. Influencia de diferentes condiciones experimentales sobre la actividad de [a amilasa de D.
fristingensis TOD.

Factor Alto Bajo Efecto
Temperatura {°C) 37 25 0.6
pH 7 5 1.9

Almidén soluble (gh) 5 0.5 1.8
CaClz (mM) 10 o* 8.2

MgClz (mM) 10 0* 0.6

*: No adicién de compuestos.

Tabla 11. Influencia de condiciones experimentales sobre la actividad de la(s) celulasa(s) de
Tetracladium sp.

Factor Alto Bajo Efecto
Temperatura (°C) 50 30 2.0
pH 8 6 1.7

Almidon soluble (g/]) 5 0.5 1.0
CaClz (mM) 10 o* 0.3

MgClz (mM) 10 o* 0.4

*: No adicién de compuestos.
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Para determinar la concentracion de CaCl: optima para la actividad amilasa, se
realizaron experimentos de cinética en donde se evalué la degradacion de AS utilizando
diferentes concentraciones de CaClz. Como se observa en la Figura 22, las concentraciones de
CaClz en el rango entre 10 mM y 40 mM aumentan notoriamente la velocidad de la reaccion
catalizada por esta enzima. Por otro lado, una concentracion de 100 mM de CaCl: afecta
negativamente la actividad de dicha enzima. Es por esta razén que todos los ensayos
posteriores con esta enzima se realizaron utilizando soluciones amortiguadoras suplementadas
con 10 mM CaCla.

Tomando en consideracion los resultados de los experimentos de Plackett-Burman para
las tres enzimas estudiadas, se continuéd con la caracterizacion de las 3 enzimas en cuanto a
determinar los valores de pH y temperatura 6ptimas para cada actividad enzimatica. Para esto
se utilizé el disefio de superficie de respuesta, denominada disefio central compuesto de dos
niveles (Box y Hunter, 1957). Como punto de partida se tomaron los valores de temperatura y
pH a los cuales se obtuvo la mayor acfividad enzimatica para cada enzima en los ensayos
previos. Los resultados obtenidos para la glucoamilasa de Tefracladium sp., a-glucosidasa de D.
fristingensis T9DM y para la celulasa de Tetracladium sp. se muestran en las Figuras 23, 24 y
25, respectivamente. Tal como se visualiza en dichas figuras los valores 6ptimos de temperatura
y PH fueron 30 °C y 6,0 (glucoamilasa), 37 °C y 6,0 (a-glucosidasa), y 5,0 y 40 °C (celulasa). A
continuacion se determiné la influencia de la temperatura sobre la actividad y la estabilidad de
las distintas enzimas a una hora de incubacion, resultados que se muestran en la Figura 264,
27A y 28A. Para la glucoamilasa de Tetracladium sp. se observé que la actividad de la enzima
decrece a temperaturas menores a 30 °C, mientras que a mayores temperaturas se ve menos
afectada manteniendo 80 % hasta los 45 °C. La enzima presenta alta estabilidad a incubacion
por una hora entre 4°C-37 °C, en cambio temperaturas sobre 37 °C se observa una brusca
caida. Se analizo la estabilidad de la enzima por largos periodos, y se determiné que a 22 °Cy

30 °C la enzima no se vio afectada incluso fras 8 horas. A 40 °C se visualizé un decaimiento
lineal en el tiempo a 50 °C, mostrando una rapida caida en las primeras dos horas de

incubacion (10 % actividad residual).
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Figura 22, Influencia de! CaCl: sobre la actividad enzimatica de la amilasa de D, fristingensis
TIDH. Cada reaccion fue realizada con § g/l de almidén soluble pH 6,0 a 37 °C y se variaron
las concentraciones de CaClz: 0 mM (cuadrados), 10 mM (circulos), 20 mM (tridngulos), 40
mM {rombos), y 100 mM (estrellas). La liberacion de azicares reductores fue cuantificada a

{ravés del método del DNS.
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Figura 23. Disefio de superficie de respuesta de la glucoamilasa de Tetracladium sp. (A) El grafico indica
la concentracion de glucosa liberada la cual fue cuantificada mediante el método del DNS, para cada pH y
temperatura. Los mayores valores de actividad enzimatica estan representados por el color rojo, mientras
que los menores por verde. Carrasco y cols., 2017a.
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Figura 24. Disefio de superficie de respuesta de |la amilasa de D.fristingensis T9Df1. (A) El grafico indica la
concentracion de glucosa liberada la cual fue cuantificada mediante el método del DNS, para cada pH y
temperatura. Los mayores valores de actividad enzimatica estan representados por el color gris, mientras
que los menores por negro. Carrasco y cols., 2017b.
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Figura 25. Disefio de superficie de respuesta de las celulasas de Tetracladium sp. (A) El grafico indica la
liberacion de azlcares reductores cuantificado mediante el del DNS, para cada pH y temperatura. Los
mayores valores de actividad enzimatica estan representados por el color rojo, mientras que los menores
por negro.
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Figura 26. Efecto de la temperatura sobre la actividad y estabilidad de la glucoamilasas de Tetracladium
sp. (A) La actlividad de Ja enzima fue ensayada por una hora a cada temperatura (cuadrados). Para los
experimentos de estabilidad térmica (circulos), las muestras se incubaran a las temperaturas indicadas por
una hora y luego la actividad remanente se determind a 30°C y pH 6,0. (B) Muestras se incubaron a 22 °C
(cuadrados), 30 °C (circulos), 40 °C (Triangluse hacia arriba), y 50°C (Triangulos invertidos).. La actividad
remanente fue determinada como en (A). Carrasco y cols., 2017a.
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Figura 27. Efecto de la temperatura sobre la actividad y estabilidad de la amilasa de D.fristingensis T9Df1.
Los ensayos se realizaron con almidén soluble como sustrato a pH 6,0, y la actividad enzimatica se siguié
mediante el método del DNS. {A) La actividad a diferentes temperaturas fue ensayada pof 1 hora con
(cuadrados negros) y sin la adicion {cuadrados blancos) de 10 mM CaClz. Para los ensayos de estabilidad
de la enzima, las muestras fueron incubadas por 1 hora a diferentes temperaturas antes de la
determinacicn de la actividad enzimatica a 37 °C, con (circulos negros) o sin (circulos blancos) la adicién
de 10 mM CaCl.. {B) muestras de las enzimas fueron incubadas a 22 °C (cuadrados), 30 °C (clrculos), 40

°C (triangulos), y 50 °C (rombos) por diferentes tiempos antes de la realizacién de los ensayos a 37 °C.
Carrasco y cols., 2017h.
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Figura 28. Efecto de la temperatura sobre la actividad y estabilidad de la celulasa de Tetracladium sp. Los
ensayos se realizaron con CMC 1% p/v como sustrato a pH 6,0, y la actividad enzimatica se siguié
mediante el método del DNS. (A) La actividad a diferentes temperaturas fue ensayada por 1 hora
{cuadrados negros). Para los ensayos de estabilidad de la enzima, las muestras fueron incubadas por 1
hora a diferentes temperaturas antes de la determinacién de la actividad enzimatica a 40 °C. (B) Muestras

de las enzimas fueron incubadas a 37 °C (cuadrados), 40 °C (circulos), 50 °C (triangulés), y 60 °C
(rombos) por diferentes tiempos antes de la realizacion de los ensayos a 40 °C.
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La influencia de la temperatura sobre Ia actividad y estabilidad de la amilasa de D. fristingensis
TODf1 se determind con y sin la adicion de 10 mM CaCl.. Como se observaen la Figura 27Aen
presencia de CaClz, la actividad enzimatica disminuyo a temperaturas bajo 37 °C, reteniendo el
55 % y 32 % de su maxima actividad cuando esta fue ensayada a 30 °C y 22 °C,
respectivamente. Cuando no se adicion6 CaCl, la actividad enzimatica decrecié a temperaturas
mas bajas pero este decrecimiento fue menos pronunciado. En presencia de CaCl., se observo
sdlo una leve disminucion en la actividad enzimatica a 45 °C y 50 °C, reteniendo sobre el 90 %
de su maxima actividad, mientras que la actividad enzimatica se redujo mas pronunciadamente,
a las mismas temperaturas, sin la adicion de CaCl. La enzima permanecié altamente estable
después de una incubacion de una hora a temperaturas entre 4 °C y 37 °C, antes de realizar el
ensayo de actividad amilasa en sus condiciones doptimas. Resultados similares se obtuvieron
cuando los ensayos se realizaron con y sin la adicion CaClz. Una reduccion abrupta en la
actividad enzimatica fue observada cuando las muestras se incubaron por 1 hora a
temperaturas 240 °C, reteniendo solo el 25% de su actividad enzimatica méxima después de
una incubacién a 50 °C, pero esta reduccion fue més pronunciada cuando no fue adicionado
CaClz. La estabilidad de Ia enzima a mayores tiempos de incubacion se muestra en la figura
27B. Como se observa la enzima es muy estable después de una incubacién a 22 °C,
manteniendo aproximadamente el 90% de su maxima actividad incluso después de una
incubacién de 8 horas. Sin embargo, tras una incubacién a 30 °C y 40 °C, la enzima present6

una disminucion casi lineal a lo largo del tiempo.

Los resultados obtenidos para la preparacion con actividad celulasa obtenida desde
Jetracladium sp. se observan en la figura 26. Se observé gue una incubacién de la r;'luestra por
una hora a 45 °C causa la pérdida de aproximadamente el 50% de [a actividad enzimatica. En
contraste, la incubacidn de la enzima por una hora entre 4 °C y 35 °C no afectd
significativamente la actividad de ésta. Como se observa en la Figura 28B, Ia actividad de la
enzima a 37 °C y 40 °C no se vio afectada significativamente tras 2 horas de incubacién. Sin

embargo, la actividad de la enzima a 50 °C y 60 °C cay6 hasta aproximadamente un 70 % y 60

% de la actividad original después de dos horas de incubacion, respectivamente. El efecto es
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mas notorio tras 4 horas de incubacion a 50 °C y 60 °C en donde se puede observar que [a
preparacion enzimatica tiene solo el 40% de la actividad enzimatica original. Incluso a esas
temperaturas la enzima sélo mantienen la actividad alrededor del 20% tras una incubacion de 6

horas.

Objetivo 4. Determinar pardmetros cinéticos de las enzimas amilasas y celulasas, y
modelar su estructura tridimensional para identificar diferentes sustituciones de

aminoéacidos que explican la adaptacion a bajas temperaturas.

Como tltima parte de la caracterizacion de las enzimas purificadas a homogeneidad, se
realizaron experimentos de cinética en estado estacionario para determinar distintos: parametros
cinéticos en las condiciones 6ptimas de reaccion para ambas enzimas. Se determinaron las
velocidades iniciales de las reacciones a distintas concentraciones de sustrato y la curva de
progreso para la glucoamilasa de Tetracfadium sp. (Figura 29) y para la a-glucosidasa de D.
fristingensis TODf1 (Figura 30). Como se observa en las Figuras 29A y 30A las concentraciones
de almidén soluble utilizadas permiten establecer diferencias en cuanto a las velocidades de
reaccion de ambas enzimas. Para lograr esto, se evalud previamente distintas conc]entraciones
de sustrato y de enzima (datos no mostrados). Las curvas de saturacién de ambas enzimas
(Figura 29B y 30B) presentan un comportamiento de tipo Michaelis-Menten, en donde se
aprecia que la velocidad de la reaccion aumenta a mayores concentraciones de sustrato. Luego
a cada curva de progreso se [e realizd una regresion no lineal (ajuste de Hill) utilizando el
software Microcal Origin, con el objetivo de determinar una relacion lineal entre las velocidades
iniciales y la concentracion de sustrato. A través de estos experimentos se logro determinar para
la glucoamilasa de Tetracladium sp., los valores de km, keat ¥ keat'ky los cuales son 4,5 g/L, 45
min-' y 10 g/L* min, respectivamente. Estos parametros cinéticos también fueron determinados

para la o-glucosidasa de D. fristingensis T9Df1, los cuales son 1,42 g/L (km), 15 min! y 0.82
(Kcat/km).
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Figura 29. Velocidades de reaccion y curva de saturacion de la glucoamilasa de
Tetracladium sp. (A) La actividad amilasa fue evaluada utilizando una concentracién de
enzima de 1,5 ug/ml a diferentes concentraciones de almidon soluble por diferentes
tiempos. (B) A partir de la parte (A) se calculo las velocidades iniciales de reaccion de la
enzima para cada concentracion de sustrato, las cuales se graficaron en funcion de la

concentraciéon de almiddn soluble utilizada.
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Figura 30. Velocidades de reaccion y curva de saturacion de la a-glucosidasa de D.fristingensis T9Df1. (A)
La actividad amilasa fue evaluada utilizando una concentracién de enzima de 1,5 ug/ml a diferentes
concentraciones de almidén soluble por diferentes tiempos. (B) A partir de la parte (A) se calculd las
velocidades iniciales de reaccion de la enzima para cada concentracion de sustrato, las cuales se
graficaron en funcién de la concentracion de almidén soluble utilizada.
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El valor de k. determinado para la glucoamilasa es mayor que las k. de la mayoria de

las glucoamilasas reportadas, y corresponde a una adaptacién que se observé para otras

enzimas adaptadas a bajas temperaturas (Anexo 9). En cambio el valor de k. determinado para

la a-glucosidasa se encuentra dentro del rango descrito para otras enzimas amilo[[ticgs.
Finalmente se model6 por homologla la estructura de la glucoamilasa descrita en este
trabajo con respecto a la enzima producida por H. jecorina, HjGa, ya que esta fue: la primera
estructura de una glucoamilasa cristalizada que poseia tanto el dominio catal[tigo como el
dominic de unién a sustrato. Estas proteinas comparten el 69% de identidad con la
glucoamilasa de Tetracladium sp. teniendo un 90% de cobertura. Para comparar las estructuras
tridimensicnales entre la glucoamilasa de Tetracladium sp. y la de H. jecorina, la enzima
descrita en el presente trabajo fue modelada usando la estructura cristalografica de esta
{2VN7.1.A). La superimposicién de las dos estructuras (Figura 31A) muestra la a!ta similitud
tanto en los dominios cataliticos como en los de unién a susirato de ambas enzimas.
Generalmente las enzimas adaptadas a bajas temperaturas poseen sitios activos mas grandes
en comparacion a sus homolégos mesdfilos (Tsigos y cols.,, 2001). Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en las distancias entre las cadenas laterales de los
aminoacidos involucrados en la catalisis entre el modelo de la glucoamilasa de Tefracfadium sp.
(Figura 31b) y HjGa (Figura 31c). Se ha reportado que la enzima HjGa es estable entre 45°C y
65 °C. Numerosas interacciones entre el dominio de union a almidén y el dominio catalitico son
importantes para la actividad y estabilidad de HjGa (Marin-Navarro y Polaina, 2011),‘1 incluyendo
interacciones electroestaticas y puentes de hidrégeno (T589/R27, H850, E562, A8D, E157,
H600 y D93) e interacciones hidrofébicas (F76, V594, 1604 y V650). Los mismos tipos de
aminoacidos no estan presentes en la glucoamilasa de Tefracladium sp. lo que podria explicar

la baja estabilidad térmica de ésta enzima en comparacién con la enzima HjGa.
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Figura 31. Comparacion estructural entre la glucoamilasa de H. jecorina (HjGa) y de Tetracladium
sp. (A) Superimposicién del modelo predicho para la glucoamilasa de Tetracladium sp. (verde), y
la estructura de la glucoamilasa de HjGa (azul). La regién enlazadora (flecha roja), y el loop
variable (flecha amarilla) estan indicados. Los residuos implicados en el reconocimiento del
sustrato y el sitio catalitico estan mostrados en rosado y celeste, respectivamente, para la
glucoamilasa de Tetracladium sp (B) y HjGa (C). Las distancias calculadas para la glucoamilasa
descrita aqui entre los residuos Y47 y R309, W51 y Y315, W120 e Y315, y E190 e Y315 fueron
8.5, 9.6, 8.7 y 10.2A. Para HjGa las distancias calculadas entre los residuos equivalentes Y47 y
R309, W51y Y315, W120 e Y315, y E190 e Y315 fueron 8.5, 8.6, 8.3 y 10.1A, respectivamente.
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4. DISCUSION

Las enzimas amilasas y celulasas producidas por las levaduras Antarticas estudiadas

en este trabajo son activas en un amplio rango de temperatura (4-30 °C), la mayoria
presentando mayor actividad a 22-30 °C. Si bien estas temperaturas parecen altas, hay
que tener en cuenta que las levaduras estudiadas en este trabajo fueron aisladas desde la
isla Rey Jorge (Carrasco y cols., 2012), en la que las temperaturas son mayores que el
resto de la Antértica, teniendo cambios estacionales y que pueden alcanzar los 20°C en
verano (Horowitz y cals.,, 1972). Aun asi, las temperaturas de ambas actividades
enzimaticas son menores que aquellas descritas para enzimas desde microorganismos
mesdfilos, generalmente sobre 40 °C (Cavicchioli y cols., 2011). En varias especies de
levaduras hubo inconsistencias entre las actividades medidas en colonias y en los
extractos proteicos extracelulares, como la actividad amilasa en Cryplococcus sp. y Cr.
gilvescens (ahora Goffeauzyma gilvescens), y la actividad celulasa en Cr. gastricus (ahora
Goffeauzyma gastrica), H. watticus, L. fragarium y W, anomalus. Se debe considerar que
tos cultivos utilizados para la extraccién de proteinas se realizaron en medio
suplementado con glucosa, mientras que en los ensayos en colonias ademas se adiciond
el sustrato respectivo. Por lo tanto, existe la posibilidad que las actividades sean inducidas
por la presencia del sustrato respectivo como se ha descrito en otros microorganismos
(Pascon y cols., 2011; Salmon y cols., 2014). Esto fue comprobado para la produccién de
amilasas por Cr. gifvescens y para las celulasas producidas por Cr. gastricus, H. watticus
y L. fragaria. Sin embargo, en las muestras de Cryplococcus sp. y W. anomalus no se

observé actividad amilasa o celulasa, respectivamente, a pesar de ser crecidas con los

sustratos correspondientes. Todas las levaduras fueron capaces de crecer en medios con
AS o CMC como unica fuente de carbono, indicando que son capaces de asimilar esas
fuentes de carbono complejas. En el género Aspergillus se ha descrifo que existen

enzimas amilasas ancladas a membranas, las cuales asimilan el almidon extracelular y
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transportan sus productos para utilizarlos como energfa (Van Der Kaaij y cols., 2007), lo
cual podria estar sucediendo en Cr. gilvescens y W anomalus, lo que explicaria la
imposibilidad de detectar actividades enzimaticas en el medio extracelular.

En este trabajo se detecté por primera vez las actividades amilasa en los géneros
Dioszegia, Leuconeurospora y Holtermanielia, y celulasa en los géneros Dioszegia,
Leuconeurospora, Leucosporidiella y Wickerhamomyces. La preparacion enzimatica con
actividad celulasa mas pura que se logré obtener para Tefraciadium sp. correspenderia a
una enzima heterodimerica que tiene un pH y temperatura 6ptimo de 5,0 y 40 °C,
respectivamente. El valor de pH determinado se encuentra dentro del rango descrito para
las diferentes celulasas. Sin embargo, el valor de temperatura optimo determinado es
inferior en relacion a las temperaturas éptimas descritas para diferentes celulasas de ofros
hongos (Anexo 3). Los resultados de la estabilidad térmica determinada para esta enzima
indican que es altamente estable en el rango entre 4-35 °C. Al analizar la estabilidad de |a
enzima por diferentes periodos de tiempo se logré concluir que esta es inestable a
temperaturas superiores a 45 °C. Estos resultados sugieren que [a celulasa de
Tetracladium sp. seria inestable a temperaturas sobre 40 °C, comportamiento observado
en otras enzimas adaptadas a bajas temperaturas (Siddiqui y Cavicchioli, 20086).

La enzima a-glucosidasa de D. fristingensis corresponde una enzima monémerica
de 30 kDa, que posee un pH y temperaturas o6ptimos de 5,5-6,0, y 37-40 °C,
respectivamente, reteniendo un 60 % de la actividad optima a 30°C. De acuerdo a
nuestros resultados, esta a-glucosidasa no estaria glicosilada a diferencia del resto de las
enzimas, que si lo estan. Sin embargo, el ensayo empleado se basa en el método del
acido periodico-Schiff el cual detecta las proteinas glicosiladas que tienen acido sialico y
ofros grupos carbohidratos oxidables, por lo que es posible que algunas glicosilaciones no
sean detectadas. En adicion, existe la posibilidad de que la enzima tenga pocos sitios de
glicosilacion y por lo tanto una intensidad de tincién bajo el nivel de deteccién del método
usado (Roth y cols., 2012). La actividad de la a-glucosidasa de D. fristingensis TODf1 fue

2 veces mayor en presencia de calcio 10 mM, en comparacién a la ausencia de este
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cation en la reaccion. Sin embargo, este efecto fue observado sélo a temperaturas
mayores a 40 °C, mientras que a temperaturas menores que 30 °C la actividad de la
enzima fue mayor en ausencia de calcio. Nuestros resultados sugieren que la presencia
de calcio aumenta la estabilidad de la enzima sélo a altas temperaturas. En general, ha
sido reportado que la presencia de calcio aumenta la termoestabilidad de las enzimas
amilasas, lo cual no ocurre en algunas amilasas terméfilas como la producida por
Thermococcus sp. HJ21 (Cheng y cols., 2017). Una caracteristica de las enzimas activas
a bajas temperaturas es que ellas tienen valores de k, mas altos que sus contrapartes
mesdfilas (Feller y Gerday, 2003). D. fristingensis es una levadura que posee una
temperatura optima de crecimiento a 15 °C, y su enzima a-glucosidasa exhibe su mayor
actividad enzimatica entre 37 y 40 °C, teniendo un valor de k, sobre almidon soluble de

1,3 g/l. Este valor de k. esta dentro del rango de los valores de k. descritos para otras a-

glucosidasas microbianas y glucoamilasas que poseen una actividad optima de 40-50 °C,
sin embargo, es menor en comparacién a aquellas enzimas que poseen actividad dptima
sobre 60 °C (Kumar y Satyanarayana, 2009). Ademas ésta enzima posee una baja
estabilidad térmica a 30 °C en comparacién a otras enzimas mesdfilas (Prajapati y cols.,

2014).
La glucoamilasa de Tetracladium sp. se identific6 como una enzima monémerica de

Mr 70.000, que posee un pH y temperatura 6ptimos de 6,0 y 30 °C. De acuerdo a
nuestros resultados in vitro esta glucoamilasa estaria glicosilada, lo cual fue confirmado
con una prediccion in silico utilizando el programa GIYCOEP (Chauhan y cols., 2013). El
pH &ptimo para la actividad de ésta glucoamilasa fue 6,0, el cual es similar al pH éptimo
de otras glucoamilasas. Sin embargo, su temperatura 6ptima fue 30 °C, la cual es menor
a la observada para la mayoria de las restantes glucoamilasas, cuyo valor se encuentra
entre 40-70 °C. Ademas, la ks de dicha glucoamilasa hacia almidén soluble fue 4.5 g/L,
mientras las k. reportadas para glucoamilasas microbianas son <10 g/L (Kumar vy
Satyanarayana, 2009). Generalmente las enzimas adaptadas a bajas temperaturas tiene

valores de k. mas altos en relacion a las contrapartes mesdfilas o terméfilas, lo que esta
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en concordancia con nuestros resultados. Al comparar las temperaturas 6ptimas de Ia
actividad amilasa y la estabilidad de la enzima producida por D. fristingensis (psicréfila)
con respecto a la amilasa producida por Tetracladium sp. (psicrotolerante), se rechaza Ia
ﬁipétesis planteada en este trabajo ya que el resultado obtenido fue el contrario a lo
esperado. Se observé que la amitasa producida por la levadura psicrotolerante presento
una menor temperatura éptima para su actividad enzimatica sobre almidén soluble y
presentd una menor termoestabilidad en comparacion a la amilasa de D. fristingensis. Sin
embargo, durante este trabajo se utilizaron una serie de criterios selectivos para poder
cumplir los objetivos planteados. En primer lugar, se tuvo que seleccionar dos enzimas
por actividad enzimatica estudiada debido a que era muy ambicioso trabajar con un mayor
numero de enzimas. En segundo lugar, la amilasa producida por D. fristingensis no fue la
enzima mas “psicrofila” que se pudo haber seleccionado. Esto se debe a gue si se
observa la Figura 1B, la levadura Rh. glacialis presents alta actividad amilasa dentro del
rango 4-15 °C, pero esta actividad fue mucho menor a la observada para las amilasas de
otras levaduras en ofros rangos de temperatura. Esta baja actividad dificultaba todas las
caracterizaciones posteriores con esta enzima. Sumado a esto, dicha levadura secreta
una baja cantidad de proteinas al medio extracelular, por lo tanto esto también planteaba
una dificultad metodoldgica.

También hay que tener en consideracion que todos los ensayos enzimaticos se
realizaron con almidén soluble, sustrato que dificimente se encuentra disponible en el
ambiente desde donde fueron aisladas estas levaduras. Se ha descrito que la temperatura
éptima para la actividad de algunas enzimas es diferente al ensayarla contra distintos
sustratos. Por lo tanto, puede ser que al ensayar dichas enzimas contra otros substratos
se observe un comportamiento distinto. Los resultados obtenidos en este trabajo son
Gtiles para comenzar con la caracterizacion de las enzimas producidas por levaduras

aisladas desde ambientes frios, pero las conclusiones que se puaden desprender son
fimitadas en su alcance ya que se utilizé una sub-poblacién de enzimas para poder dar

explicacién a un fenémeno mas amplio.
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A nivel estructural, las enzimas activas a bajas temperaturas presentan diferentes
cambios aminoacidicos, los cuales en su conjunto le confieren una mayor flexibilidad a la
proteina (Siddiqui y Cavicchioli, 2006). A nivel estructural los resultados presentados en
este trabajo demuestran que la glucoamilasa producida por Telracfadium sp. tiene una
serie de sustituciones aminoacidicas, que han sido descritas como adaptaciones que
presentan dichas enzimas para funcionar de mejor forma a temperatura mas bajas.

Finalmente es posible sugerir la utilidad de las glucoamilasa descrita en este trabajo
para ser utilizada en procesos biotecnolégicos que requieran Ia utilizacién de este tipo de
enzimas, como el proceso de produccién de biocombustibles. El utilizar esta enzima
podria reducir la temperatura del proceso, debido a que esta es mas activa a temperatura
ambiente en comparacién a las enzimas comerciales actuales. En otra posible aplicacién
se podria expresar el gen que codifica para dicha glucoamilasa en microorganismos
industriales que se emplean en la produccién de biocombustibles con el objetivo de

realizar un proceso consolidado de produccion.
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5. CONCLUSIONES

No se observé una correlacién directa entre las temperaturas optimas de

crecimiento de las levaduras de las cuales se obtienen las enzimas, y las temperaturas

optimas de actividad enzimética que tienen dichas enzimas.

Al comparar las caracteristicas de las dos enzimas amilasas descritas en este
trabajo, es posible concluir que la glucoamilasa de Tetracladium sp. esta mas adaptada

a las bajas temperaturas que la a-glucosidasa de D. fristingensis T9Df1.

El analisis estructural realizado para la glucoamilasa de Tetracladium sp. ¥ la
comparacion con respecto a la glucocamilasas meséfila HgJda, indica que la
glucoamilasa descrita en este trabajo poseeria una serie de sustituciones
aminoacidicas que en su conjunto le confieren una mayor flexibilidad a dicha proteina,

lo cual explicaria su mayor actividad a bajas temperaturas. .
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7. ANEXOS

Anexo 1. Caracteristicas de a-glucosidasas de hongos y levaduras.

Microorganismo Gli T pH Inh MS | Est| Act
Hongo
Amylomyces rouxii Si 5060 | 3.56.0 D-glucosa ND |ND{ ND
Aspergillus awamori ND 55 5.0 ND ND | ND | ND
Asperygillus fumigatus Si ND 4.5 ND 63 [ND} ND
Aspergillus nidulans Si 45 4.5 ND 130 { D ND
Aspergillus niger Si 37 4.5 ND 125 | D ND
Aspergillus niveus ND 65 6.0 Ag, Fe2 56 |ND{ ND
Aureobasidium pullulans ND 60 4.0 ND ND |ND |} ND
Paecilomyces variolii ND 60 3.54.0 ND ND |ND | ND
Penigillium brevicompactum ND | 40-60 7.0 ND ND | ND | ND
Penicilliurm oxalicum ND 50 3.5 Cu, Hg, Pb ND | ND{ ND
Penicillium purpurogenum ND 50 3.0-5-0 | Cu, Mgz, Mn,Ky | ND |ND{ ND
n
Purpureocillium ilacinum ND 65 ND ND ND |ND | ND
Trichoderma viride ND 55 7.2 ND 111 M ND
Levadura
Candida albicans ND 37 7 D-glucosa 50 |ND| ND
Cyberlindnera fabianii ND 50 5 Ag, CuyHg ND [ND| Ca
Lipomyces starkeyi ND 60 4.5 ND 35 |ND| ND
Saccharomyces carlsbergensis | ND ND 6.7-6.8 ND 63 I ND | ND
Saccharomyces cerevisiae ND| 3642 | 6.3-7.1 ND ND |ND} ND
Saccharomycopsis fibufigera Si 43-53 5.5 ND 135 | M ND
Schizosaccharomyces pombe | Si 35 4.5 ND 112 | ND | ND
Wickerhamomyces anomafus | ND | 40-60 7.0 ND ND |ND | ND
Xanthophylfomyces dendrorhous | Si 45 5.5 ND M5 1 D ND
Zea mays ND ND 386 ND ND [ND | ND

ND: No determinado. Gli; Glicosilaciones; T: Temperatura éptima en °C; pH: pH optimo; inh: inhibidores;
MS: Masa del monémero en kDa; Est: Estado oligomérico; Act: Activadores. D: Dimero; M: Mondmero.
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Anexo 2, Caracteristicas de glucoamilasas de hongos y levaduras.

Microorganismo Gli T pH Inh MS | Est Act
Hongos
Acremonium sp. ND 55 ND EDTA, Ba, Fe, Hg ND |ND | CayMg
Aspergillus awamori ND 50 45 ND ND | ND ND
Aspergillus candidus ND | ND ND ND 21 M ND
Aspergillus coreanus ND | 60-65 4 EDTA 62 | M CuyMg
Ca, Ba,
Aspergillus flavus ND 60 6 Cu, Fe,Al,Mg,Hg,Zn | ND |ND | Mn, Co
Aspergifius foetidus Si ND ND ND 125 | ND ND
Aspergilius fumigatus Si 65 4-5.5 Hg 42 1 M ND
Aspergillus niger Si ND 5-5,5 ND 78 i ND ND
Aspergillus niveus ND 65 ND Ag, Fe 77 | ND Ca, Ba
Aspergillus oryzae Si 56 4-45 Acar 80 | ND ND
Aspergillus phoenicis Si ND 4.5 Hg, Mg, Pb 90 | ND ND
Aspergillus terreus Si ND 4.0 Ag, Hg ND | ND § CayMg
Athelia roffsii Si 65 ND ND 4 M ND
Aureobasidium pullulans Si 60 4.5 ND 66 ND
Fusarium solani ND  40-50 4.5 Fe, Hg, Ni, Pb, Zn 41 EDTA
Lentinufa edodes Si 50 4.6 GAL, Gluco, Glu y Xil ND | ND Mn, Ca
Neurospora crassa Si 60 5.0-5.4 Cu 821 M Mn2+
Paecilomyces variotii Si 55 4.5 Al, Cu, Fe, Pb, Zn 69 | M Mn
Thielavia terrestris Si 60 4.0 ND 62 | ND ND
Trichoderma reesei Si 70 ND ND 125 | ND ND
Levaduras
Blastobolrys adeninivorans Si 1 60-70 4-5.5 Celo, Fruc, y Sor 225 | ND ND
Candida antarctica Si 57 42 Acar 47 | ND ND
Lipomyces kononenkoae Si 60 4.5 ND 140] D ND
Pseudozyma tsukubaensis Si 55 2448 Acar, Ca, Dex, ND { ND ND
Saccharoriyces ceravisiae | Si 55 3.6-5.2 ND S0 T ND
Saccharomycopsis fibuligera | ND 50 5.6-6.4 Acar 56 | ND ND

ND: No determinado; Gli: Glicosilaciones; Temmp: Temperatura 6ptima; pH: pH éptimo; inh: inhibidores; MS: Masa del
mondmero en kDa; Est: Estado oligomérico; Act: Aclivadores.GAL: galactosa; GLUCO: glucosamine; Acar: Acarbosa;
Glu: Glucosa; Xil: Xilosa; Celo: Celobiosa; Fruc: Fructosa; Xil: Xilosa; Sor: Sorbitol; Dex: Dextrina; M: mondmero; D:

dimero; T: Tetrémero.
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Anexo 3. Caracteristicas de B-glucosidasas de hongos.

Hongo Gli T pH Inh PM | Est Act
Acremonium persicinum ND ND 5.5 Glu, Cu, Hg, Zn 1288 M Mg, Sn
Aspergillus aculeatus Si 55 45 | Glu 132 | ND ND
Aspergillus fischeri ND 40 B l Glu ND | ND ND
Aspergillus foetidus Si 65 4.8 Glu 122 | ND ND
Aspergillus fumigatus ND 65 4.5 Cu, Fe, Hg, SDS a5 ND
Aspergillus japonicus Si 85 5.0 Hg, SbS 120 Co, Mn
Aspergillus niger Si 65 45 Cu, Hg, Cd, Ba, Zn 83 ND Ca, Co, Mn
Aspergillus oryzae ND 50 5.0 Glu,Ag,Cu,Fe,Hg 105 D EtOH, Mn
Aspergilius pulverulentus ND 60 4.0 Hg, SDS 118 D ND
Aspergillus saccharolyticus ND 58 4.2 Glu ND | ND ND
Aspergillus terreus Si 50 5.8 Glu 275 | ND ND
Aspergillus tubingensis Si 65 4.6 Glu 111 ND ND
Aspergilfus wentif ND 65 4555 Glu ND [ ND ND
Athelia rolfsii Si | 65-68 4.2 Glu 90 M ND
Aureobasidium pullulans ND 80 4.5 ND ND | ND ND
Fomitopsis palustris ND 70 4.5 Glu ND | ND ND
Fusarium oxysporum ND 60 5.0-6.0 Glu 110 | ND | 1-butanol, Met
Fusarnium profiferalum ND 50 5.0 Ca,EDTAMn, Zn, Ni 39 D Co
Fusarium solani ND 65 4.5 Glu ND { ND ND
Hurmicola grisea Si 50 5.0 Cu 250} ND ND
Magnaporthe oryzae Si 55 5.5 Cu, Hg, Mn 240 | ND ND
Melanocarpus sp. ND 60 8.0 Cu 92 M Mg,Zn, Na
Myceliophthora heterothallica | ND 60 48 Glu ND | ND ND
Neocallimastix patriciarum ND 40 5.0 Glu ND | ND ND
Penicillium aurantiogriseum ND 55 6.0 Ag, Cu, Fe, Mn 71 D EDTA,CayZn
Penicillium brasilianum ND 70 4.8 Glu 115 1 ND ND
Penicillium decumbens ND 3 85-75 7.0 Glu 28 D ND
Penicillium purpurogenum Si 65 5.0 Glu 110 ND
Physarum polycephalurn ND 70 4.5 castanospermina 130 ND
Trichoderma koningif ND 50 4.5-5.0 | D-glucong-1,5-lactona | 40 ND ND
Trichoderma reesei Si 60 4.6 Glu, Fe, Hg, Sn 71 ND ND

ND: No determinado; Gli: Glicosilaciones; T: Temperatura éptima en °C; pH: pH dptimo; inh: inhibidores:
PM: Peso molecular del monémero en kDa; Est: Estado oligomérico; Act: Activadores; Glu: Glucosa; EtOH:
Etanol; Met: Metanol; M: monémero; D: dimero; T: Tetrdmero; O: Oligémero.
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Anexo 3 (continuacién).

Levadura Gli| T pH Inh PM | Est Act
Candida peltata ND | 50 5.0 Glu 43 | M Etanol
Candida sake ND | 52 | 4.25 Glu, Hg 60 | T ND
Candida wickerhamii ND | 35| 6-6.5 EtOH, Glu 841 D But, Pent
Hanseniaspora uvarum ND | 20 5.0 Frug, Glu, EtOH ND | ND EtCH
Gly, Ca, Co, Cu, Fe, Ni,

Hanseniaspora vineae ND | 55 | 6.0-6.5 Hg ND | ND | EtOH, Mn
Kluyveromyces marxianus ND | 55 5.8 Glu, Hg, Ni, Pb 9 | T EtOH
Komagalaella pastoris ND | 40 7.3 Glu 701 T ND
Kuraishia molischiana 5t |30 35 ND 330 | ND ND
Metschnikowia pulcherrima ND { 50 45 Glu, Mg, Zn 49 | O EtOH, Fe

Glu, Ag, Cu, Fe, Mg, Mn,
Millerozyma farinosa ND | 60 558 Hg 110 | D Fe, Na, Ni
Saccharomyces cerevisiag Si |45 | 6.4-6.8 Glu 300( D ND
Saccharomycopsis fibuligera | ND | 22 4.5 ND 220 i ND ND
Schwanniomyces efchelfsii Si |50 6.5-7.0 Glu 50 | T ND
Schwanniomyces vanrijiae Si 140 5.0 Glu, EtOH, Cu, SDS 100 | ND ND
Wickerhamomyces anomalus | ND { 20 55 Glu, Fruc, E1OH ND | ND EtOH

ND: No determinado. Gli: Glicosilaciones; T: Temperatura éptima en °C; pH: pH dptimo; inh: inhibidores:
PM: Peso molecular del monémero en kDa; Est: Estado oligomérico; Act: Activadores; Glu: Glucosa; EtOH:
Etanol; Met: Metanol; Fruc: Fructosa; But: Butanol; Pent: Pentanol; M: monémero; D: dimero; T: Tetramero:
O: Oligébmero.
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glucosa o AS (A), o glucosa o CMC

Anexo 4. Produccién de biomasa de levaduras crecidas en

(B), como Unicas fuentes de carbono.
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Anexo 5. Prediccion bioinformatica de N-glicosilaciones y O-glicosilaciones de la glucoamilasa
de Tetracladium sp.
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Anexo 6. Carrasco, M., Alcaino, J., Cifuentes, V. & Baeza, M. Purification and characterization
of a novel cold adapted fungal glucoamylase. Microb. Cell Fact. 16, 75 (2017a)

O T Microbial Cell Factories

Purification and characterization of a @
novel cold adapted fungal glucoamylase

Mario Carrasco, Jennifer Alcaino, Victor Cifuentes and Marcelo Baeza'

Abstract

Background: Armylases are used in vanous industrial processes and a key reguirement for the efficiency of these
processes is the use of enzymes with high ctalytic activity at ambient temperature. Unfortunately, most amylases s
lated from bacteria and filamentous fungi have optimal activity above 45 °C and low i For example, the mosz com-
morﬂymedNmﬂ@mﬁmatmdawlmhl%%mgﬂumse.mpmdwedhﬂmﬂm
strains displaying optimal activities at 45-60 C. Thus, isolating new amylases with optimal activity at ambient em
pesalureismlbhmdngind&mﬁmmﬁkmagkxmmﬁnesmreta:!byﬂaemlda:immed
yeast Teracladivm sp. was isclated and biochemically characterized.

Results: The effects of physicochemical parameters on enzyme activity were analysed, and pH and temperature
were found to be key factors modulating the glucoarmylase activity. The optimal conditions for enzyme activity were
30 "Cand pH 60, and the K, and ke, using soluble starch as substrate were 4.5 g/1 and 45 min ', respectively. Fos
sible amylase or glucoamylase encoding genes were identified, and their transcript levels using ghucose or soluble
starch a5 the sole carbon source were analyzed. Transcription lewels were highest in medium supplemented with
soluble starch for the potential glucoamylase enceding gene. Comparison of the structural model of the identified
Fﬁmdadhmmghmmhsewi&dwmhedﬂmd&mmmm@ummmakduﬂmem
tural features that may explain the thermal lability of the glucoamylase from Tetraciadium s

Condusion: The glucoamylase secreted by Tetracladium sp. is a novel cold-adapted enzyme and its properties
should render this enzyme suitable for use in industrial processes that require cold active amylases, such as biofus!
production.

Keywords: Fungal amylase, Cold adapted amylase, Tetraciadium sp, Antarctic fungi
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Anexo 7. Carrasco, M., Alcalino, J., Cifuentes, V., & Baeza, M. Purification and characterization
of a novel a-glucosidase from an Antarctic yeast Dioszegia fristingensis isolate. Amylase.

1: 50-58 (2017b).
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D GRUY TR 005N,

Research Article

Open Access

Mario Carrasco, Jennifer Alcaino, Victor Cifuentes, Marcelo Baeza*
Purification and characterization of a novel
a-glucosidase from an Antarctic yeast Dioszegia

fristingensis isolate

DOI 10.1515/amy lase-2017-0005
Received March 23, 2017; accepted May 18, 2017

Abstract: Starch hydrolyzing enzymes, amylases, are
important commercial enzymes used in several productive
areas. A current tendency is to find amylases with high
catalytic activity at 20-40°C, to generate products that
work well at low temperatures, such as detergents, and
for energy saving resources in industrial processes. In this
work, an a-glucosidase secreted by the cold-adapted yeast
Dioszegia fristingensis was purified and biochemically
characterized. The effect of physicochemical parameters
on the enzyme activity was evaluated. According to our
results, the amylolytic enzyme secreted by I fristingensis
is a monomeric a-glucosidase of about 30 kDa that
displayed the highest activity at 37-40°C and at pH 5.5-6.5,
in the presence of 10 mM CaCl, The enzyme exhibited a
Michaelis-Menten kinetics with K_ and k_, of 1.3 g/L and
15 min’, respectively.

Keywords: starch hydrolysis; cold-adapted a-glucosidase;
Dioszegia fristingensis; Antarctic yeast.
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1 Introduction

Humans have been using erzymes in the production
of food and beverages from ancient times but without
knowing its existence. Only since the 19 cenmury the
wle and importance of enzymes for application in
diverse industrial markets, such as food and beverages,
detergents, animal feed, biofuels, leather, and textle
has been acknowledged ([L2]. Currently, industrial
enzymes comprise a well-established global market,
estimated to reach a value of $63 billion in 2021 [3]. In
the last decades, a growing interest in enzymes produced
by microorganisms living in cold environments can be
recognized, which is due to their high caralytic activity
at middle or low temperatures that allow, among other
properties, energy saving in productive processes [4-6].
Examples of these atractive enzymes are the cold-active
amylases, lipases, proteases, cellulases, pectinases, and
esterases, as they are applied in food, wine, textile, and
detergent industries [7,8]. Amylases are used as additives
in detergent formulations, in wool treatment, and in the
production of biofuels from starch-rich wastes, besides




Anexo 8. Carrasco y cols., a. Screening and characterization of amylase and cellulase activities
in psychrotolerant yeasts. BMC Microbiol. 16, 21 (2016).

Carrasco et al BMC Microbiology (2016) 16:21
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RESEARCH ARTICLE ' ' Open Access

Screening and characterization of amylase ® e
and cellulase activities in psychrotolerant
yeasts

Mario Carrasco, Pabla Villarreal, Salvador Barahana, Jennifer Alcaino, Victor Cifuentes and Marcelo Baeza,

Abstract

Background: Amylases and cellulases have great potential for application in industries such as food, detergent,
laundry, textile, baking and biofuels. A common requirement in these fields is to reduce the remperatures of the
processes, keading to a continuous search for microorganisms that secrete cold-active amylases and celldases. |
Psychrotolerant yeasts are good candidates because they inhabit cold-environments. In this work, we analyzed the |
ability of yeasts isolated from the Antarctic region to grow on starch o carbaxymethylcellulose. and their potential
extracellular amylases and cellulases

Result: All rested yeasts were able 1o grow with soluble starch or carboxymethylcellulose as the sole camon source: |
however, not all of them produced ethanol by fermentation of these carbon sources. For the majortity of the yaast
species, the extracellular amylase or cellulase activity was higher when cultured in medium supplemented |
with giucose rather than with soluble starch or carbaxymethyicellulose. Additionally, higher amylase activities
were observed when tested at pH 54 and 6.2 and at 30-37 *C, except for Rhodotorula glaaalis that showed |
elevated activity at 10-22 “C In general cellulase activity was high until pH 62 and betwsen 22-37 *C_ while |
the sample from Mrakia biofiopis showed high activity at 4-22 *C_ Peptide mass fingerprinting analysis of a
potential amylase from Tetraclidium sp. of about 70 kDa, showed several peptides with positive matches with ‘
gluccamylases from other fungi.

Conclusions: Almost all yeast species showed extracellular amylase or cellulase activity, and an inducing effect by the
respective substrate was observed in a minor number of yeasts. These enzymatic activities were higher at 30 °C in most |
yeast, with highest amylase and cellulase activity in Terraciadium sp. and M. gelida, respectively. However, i glagals |
andeblop'scﬁsplayedﬁgham,daseorcdluhseac:ivty.lespecmy.underﬂtlnthisseme.meseymsuae {
interesting candidates for industrial processes that require lower temperatures, |

Keywords: Amylase, Cellulase, Cold-active enzymes, Psychrotolerant yeasts
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Anexo 9. Caracteristicas glucoamilasas microbianas
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Table 2. Purification detatls and tmp le of microblal glucoamylases.

Source welght (kDa)  modification Purtfication strategy pH Temperature  pl K_ starch
Thermomyces lanuginosust | 70 (--) fon exchange and gel Sltration 60 wC 10 0.80mg/mlL
Thermomyces lanuginosus 66 (- 5.0 rC 3840 3I5mM*

A. oryzae 64 Glycoprotetn Ethanal prectpitation and affintty 4045 567C
(7.8%) chromatography using acarbase
Curvularia lunata 66 - Anmwhpmg 40 500
filtration, and ton exchange
Trichoderma reesei 66 (—) Ammontum sulfate precipitation, lon 5.5 ToeC 4 011 mg/mL
exchange, and gel filtration
Thermomyces lanuginosus r] Glycoprotetn 14586 EL 2 4143 osomg/ml
(3am%)
Cephalosy 26.85 Membrane filtration and gel Altratiin 4.6 48°C 325
(28%)
Scvtatidium thermophilum 86 o lon exchange 65 a0 e B4 028 mg/ml
(25.5%)
Scytalidium thermophilum s Glycoprotein 55 ToC "l 0.210mg/mlL
(9.8%)
Chaetomuum thermophilum Glycoprotetn Ammontum sulfate prectpitation. 4w 65°C
117%) anton exchange, hydrophobic
Interaction chromatography
Humicola grisea 74 Glycoprotetn Uhrafilirarion and gel filration a0 600 014 mg/ml.
(5%)
H. grisea var. thermoidea 63 50 55°C
(1.8%)
AL fumigatus 4 Glycoprotetn Ammonium sulfate preciptation and =~ 4.5-5.5 65°C 0.1mg/mL
(23%) fon exchange
Fusartum solani 40/41 {(—) Ammontum sulfate precipttation, 45 W C 1L9mg/mi.
gel filtration, anlon exchange,
and hydrophobic tnteracton
chromatography
Humicola sp. T28 —) Anton exchange hydrophobic a7 55°C 0.26mg/ml.
Interaction chromatography
Ther el daticae 42 Glycoproteln Anton exchange and gel (iltration 7.0 6070 8.2 0.4myy/mlL




