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Resumen

El biodiesel producido por transesterificacion de aceites vegetales tiene un
importante problema de calidad debido a la presencia de precipitados
insolubles, compuestos en su mayoria por esteril glucésidos (EG).
Recientemente nuestro grupo de trabajo ha desarrollado un método enzimatico
para la eliminacion eficiente de los EG del biodiesel, basado en la actividad de
una B-glucosidasa de la bacteria Thermococcus litoralis. A partir de estos
resultados, el presente trabajo, se basa en la optimizacién de un sistema de
expresion en E. coli de la enzima EGasal, enzima que hidroliza completamente
los estéril glucosidos presentes en el biodiesel, mejorando notablemente su
calidad. Se describe el correspondiente proceso de fermentacion a alta
densidad celular, de un método de recuperacion de la enzima EGasal y
finalmente el tratamiento enzimatico de biodiesel. La enzima hidroliza
completamente los estéril glucdsidos presentes en el biodiesel, mejorando

notablemente su calidad.

En el primer capitulo se describe la ingenieria de E. coli para obtener una
elevada producion especifica de la enzima EGasal. Inicialmente se optimizo el
uso de codones del gen sintético egasal mediante el software Optimizer y se
evalué la expresion de dicho gen a partir de una biblioteca de promotores con
distinta actividad. Los resutados obtenidos permitieron seleccionar al promotor
pBAD, a partir del cual se evidenci6 un aumento del 40% de la actividad
obtenida con respeto a la actividad inicial generada desde el promotor T7, a
expensas de un inductor economico como la L-arabinosa. Dado que, gran parte
de la proteina permanecia en la fraccion insoluble, se evaluaron diferentes
combinaciones de chaperonas moleculares con la finalidad de mejorar el

plegamiento. Entre ellos se seleccioné el sistema GroES-GroEL, el cual
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Resumen

permitid incrementar tres veces la actividad final de la enzima en la fraccion

soluble obtenida en cultivos en lote.

El paso siguiente fue optimizar las condiciones de crecimiento. Con este fin se
analizaron variaciones en la temperatura y DOgop de induccion y en la
concentracion de L-Arabinosa. Asi, se determind que los mejores niveles de
actividad se obtuvieron cuando la cepa con los plasmidos pGro7 y pKCN-BAD-
EGasal se indujeron en la fase exponencial de crecimiento con 0,5 g/L de L-

arabinosa, a 37°C.

El Capitulo 2 tiene como punto de partida a una cepa capaz de expresar de
manera soluble y eficiente la EGasal, pero con una productividad especifica
(mg de EGasal/g PS células) que aun puede ser mejorada. Con lo cual el paso
siguiente fue el desarrollo del crecimiento en lote alimentado, el cual permite
obtener cultivos de altas densidades celulares (HCDC, high cell density
culture). Este proceso permiti6 incrementar el titulo del producto (U de

EGasal/ml) y la productividad especifica (mg de EGasal/g PS).

Inicialmente se ensay6 la construccién de operones que incluyan los genes que
codifican para EGasal, el sistema de chaperonas seleccionado previamente,
GroES/EL, junto a genes accesorios (un transportador de glicerol (GlpF) y una
enzima clave para la biosintesis de acidos nucleidos y aminoacidos (PrsA). La
incorporacion de estos genes accesorios no contribuyo significativamente a
aumentar la actividad EGasal/ml de cultivo en los ensayos realizados con

respecto a la cepa que expresa a las chaperonas desde otro plasmido.

Los resultados obtenidos permitieron determinar que la mejor cepa para la
produccion de EGasal a gran escala es la variante que expresa la proteina

EGasal a partir del plasmido pKCN-BAD-EGasal, y el sistema de chaperonas
11



Resumen

GroES-GroEL a partir del plasmido pGro7, los cuales poseen origenes de

replicacion compatibles e inducibles por agregado de L-arabinosa.

El siguiente objetivo fue seleccionar la fuente de carbono que optimice el
rendimiento de los lotes alimentados y disminuya los costos de produccion. Los
sustratos seleccionados fueron: glucosa, la fuente de carbono preferida para
las fermentaciones industriales de E. coli, sacarosa, una materia prima
econOmica proveniente de la cafia de azucar y glicerol, el subproducto mas

importante de la industria del biodiesel.

Para poder utilizar la sacarosa como fuente de carbono, previamente se
incorporo el operon metabdlico cscAKB a la cepa E. coli BL21 Al. Se obtuvo asi
la cepa NK5 que crece eficientemente a expensas de sacarosa. Si bien los
resultados de las diferentes fermentaciones muestran mayores rendimientos al
utilizar glucosa; si se analiza la relacion costo/rendimiento, resulta conveniente
el uso de glicerol como fuente de carbono para obtener el menor costo de

manufactura.

El paso siguiente fue modificar el medio salino HM, con la finalidad de obtener
un medio mas simple y reducir los costos de produccion. Para ello se eliminé el
extracto de levadura y se reformul6 el medio con el fin de minimizar la cantidad
de componentes responsables de aportar fosfato, potasio, sodio y nitrdgeno,
resultando como formulacion final: KH,PO, y NaOH (27,8g/L y 1,32g/L
respectivamente). El nitrégeno es aportado por el NH,OH utilizado para

mantener en pH 7 el medio a lo largo del proceso de fermentacion.

En la siguiente etapa del proyecto se buscé determinar las condiciones de post-
induccion que permitan obtener la maxima productividad volumétrica (U de

EGasal/ml/h). En primer lugar se analizaron perfiles de post-induccion
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Resumen

tipicamente utilizados en procesos industriales de produccién de enzimas
recombinantes: flujo constante 8 g/L/h y 12 g/L/h, flujo lineal (inicial 10 g/L/h,
pendiente 0,7 g/L/h%), y un flujo proporcional a la densidad éptica (10 g/L/h para
DO=100). Se determin6 que el flujo de alimentacibn mas adecuado para
producir la enzima EGasal a partir de un lote alimentado de E. coli BL21 Al es
el constante de 12 g/L/h. Utilizando este flujo se obtiene la mayor productividad

(13,7 U/mi/h) luego de 6 horas de induccién a 37°C.

Finalmente se determiné que la relacion molar carbono-nitrégeno (C:N) optima
en la solucién de alimentacion es 5. Con la misma se obtuvo el mayor valor de

actividad EGasal, 466 U/ml.

Todos los resultados obtenidos sugieren que las condiciones de fermentacion:
medio de cultivo, fuente de carbono, método de alimentacion post-induccion y
relacion carbono nitrégeno post induccion son factores importantes que afectan

la produccién de EGasal de E. coli.

En en el dltimo capitulo de este trabajo se escald exitosamente la fermentacion
a 1000L. También se disefié el procesamiento de los cultivos y posterior
purificacion de EGasal. Para esto se tuvieron en cuenta las caracteristicas de
la enzima: proteina termofilica y asociada a membrana. De esta manera se
establecieron las condiciones Optimas de lisis: calentamiento a 80°C durante 20

minutos, con el agregado de 1% de alcohol laurico etoxilado (7 moles).

Finalmente, se determinaron las condiciones de hidrélisis enzimatica de EG en
biodiesel. Los datos obtenidos permitieron determinar que la temperatura y pH
optimos de hidrolisis fueron 6,75 y 65°C respectivamente. Se redujo la cantidad
de enzima necesaria a 7jg por gramo de biodiesel para la eliminacion completa

de los EG, y la cantidad de agua utilizada en la hidrélisis al 4,5% del volumen
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de biodiesel tratado, lo que disminuy6 la cantidad de agua residual que se
genera. Ademas, la concentracion de iones presentes en el buffer de hidrolisis
se redujo, disminuyendo la concentracion del buffer fosfato a 10 mM y la del

NaCl a 20 mM.

El proceso de tratamiento se escald exitosamente hasta 20 toneladas usando
un reactor agitado, en el cual 7g de EGasal por tonelada de biodiesel
eliminaron por completo las 75 ppm de EG presentes en la muestra en

aproximadamente 2 h.

Las pruebas de calidad internacionales TC, CSFT, FBT y CSFBT realizadas
con el biodiesel tratado con EGasal indicaron que la calidad de este biodiesel

es comparable a la del biodiesel destilado.
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Introduccion

BIODIESEL

La economia mundial depende del combustible diesel derivado del petréleo
para la provisibn de servicios y para el transporte de materias primas y
personas. Desde comienzos de la década de 1970 se ha intensificado la
basqueda de fuentes alternativas de energia renovables con el objetivo de
aliviar esta dependencia. Un combustible alternativo es el biodiesel, obtenido
por medio de la transesterificacion de aceites vegetales y grasas animales con
alcoholes de bajo peso molecular. El biodiesel puede reemplazar en forma
directa el diesel derivado del petréleo y es el combustible liquido mas eficiente
que puede actualmente obtenerse de la fuente de energia mas abundante en la

naturaleza: la luz solar.

El biodiesel es un combustible formado por alquil (generalmente metil) mono-

esteres de acidos grasos provenientes de aceites vegetales o grasas animales

(Figura 1).
?
R-C-O-CH, CH.,OH
O | catalizador O |
, - CH,OH
R-C-O-CH + 3CH,OH — 3 R-C-O-CH, + | 2
S | CH,OH
R- C- O CH,
aceite alcohol biodiesel Clicerina
(subproducto)
Figura 1: Representacion esquematica de la sintesis de biodiesel
Sus principales ventajas son:
® Es obtenido a partir de materias primas renovables

(i) Posee muy baja toxicidad

(i)  Es biodegradable
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Introduccion

Biodiesel en Argentina

La Argentina cuenta con condiciones competitivas 6ptimas para ser uno de los
principales productores de biodiesel a nivel mundial a partir del aceite de soja

dado que:

0] es el primer productor de aceite de soja en el mundo

(i) ha logrado un equilibrio logistico, tecnoldgico y productivo 6ptimo, para
la produccién tanto de aceite como de biodiesel

(i) el centro productivo de biodiesel se encuentra dentro del complejo

sojero Argentino, que es el mas grande del mundo.

Es por ello que actualmente es el tercer productor de biodiesel del mundo,
luego de EEUU y Alemania, y es el primer exportador de Biodiesel a nivel

mundial [1]

La produccion de biodiesel se incrementé en forma exponencial entre 2001 y
2015 debido al aumento de precio de los combustibles fosiles y a la posible
escasez de los mismos en un futuro cercano. En el afio 2015, la produccién

mundial de biodiesel registré un leve descenso. [2].

En lo que respecta a la Argentina, para el consumo interno para el corte
obligatorio se destinaron en el primer semestre del 2016 unas 475.500
toneladas, lo que represent6 una caida del 9,6% respecto del afio pasado. En
contraste, se estima que las exportaciones de biodiesel podrian crecer hasta un
80% este afo. Asi las exportaciones globales de biodiesel argentino podrian
incrementarse en un nivel significativo y llegar a las 1,4 millones de toneladas,

tras un afio de caida de envios. [3].
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Segun el Instituto Nacional de Estadistica, la Argentina exporté el afio pasado
tan s6lo 800.000 toneladas de biodiesel. Las expectativas habrian cambiado en
el primer semestre de este afo, donde los embarques del producto alcanzaron
un 150% interanual, hasta las 590.000 toneladas. En valores, se informd que
entre enero y junio de este afio, las exportaciones totalizaron u$s 424 millones,
un 63% mas que el mismo periodo del afio anterior. El gran impulso para el
sector lo estan dando las exportaciones hacia los Estados Unidos, desde que el
gobierno de dicho pais aprob6 el afio pasado un programa para evaluar los
estandares de produccién de Argentina, lo que esta facilitando el ingreso de
embarques locales. De acuerdo con datos de la Céamara Argentina de
Biocombustibles (Carbio), del total de lo exportado, entre el 75% y el 80%

tendria como destino los Estados Unidos.

El mercado con la Union Europea, otro de los principales destinos de los
exportadores del pais, perdido desde hace tres afios, podria recuperarse
después del fallo de la Organizacion Mundial de Comercio (OMC) a favor de la

Argentina y en contra de los aranceles impuestos desde 2013.

Precipitados insolubles

Desafortunadamente, el proceso de produccion del biodiesel presenta una
desventaja respecto al diesel derivado del petrdleo debido a la presencia de
impurezas que resultan en la formacién de precipitados insolubles. Estos
sélidos conllevan a graves inconvenientes tanto durante el proceso de
produccion del biodiesel como en su almacenamiento, transporte y posterior
utilizacion como combustible. La presencia de estas particulas resultan en el
bloqueo de filtros y la formacién de depdsitos en los sistemas de inyeccion de
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Introduccion

los motores, causando serias alteraciones en su funcionamiento [4-7]. Esto
representa un importante problema debido a que puede causar interrupciones
en el transporte de materias primas y en servicios diversos, asi como en la

utilizacion de vehiculos privados con su consecuente impacto econémico [8]

Muchos de estos precipitados estdn formados por ceras, se forman a bajas
temperaturas y pueden ser redisueltos a temperatura ambiente. Otros
representan un problema mas complejo ya que se forman a temperatura
ambiente y no pueden ser redisueltos. Estos ultimos estdn formados
principalmente por monoglicéridos saturados y los compuestos denominados
esteril glucésidos (EG). Los EG son los principales responsables de los
problemas de calidad que presenta el biodiesel, forman fl6culos de 10-15 pm
de magnitud y se asocian para formar una sustancia gelatinosa que retiene
metil ésteres de acidos grasos. La presencia de EG en el biodiesel se observa
a simple vista en forma de opalescencia (Figura 2) y se ha determinado una
clara correlacion entre dicha opalescencia a temperatura ambiente y el dafio de

filtros por parte del biodiesel [8, 9].
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Introduccion

Figura 2: Biodiesel de soja himedo (15% de agua) de la empresa Molinos Rio de la Plata con
aproximadamente 100 ppm de EG

La presencia de EG no solo provoca inconvenientes en el flujo del biodiesel en
los motores sino que también causa problemas que encarecen el proceso de
produccion. Entre estos problemas pueden destacarse las interrupciones en los
procesos de centrifugacién debido al llenado de centrifugas con precipitados
conteniendo EG y los costos asociados a limpieza de tanques de
almacenamiento debido a la acumulacién de los mencionados precipitados.
Ademas, los EG son insolubles en la mayoria de los solventes, con excepcion
de wunos pocos entre los que se encuentran piridina, dioxano Yy
dimetilformamida. Asi, la limpieza de la maquinaria de la cadena de produccién
y almacenamiento que acumula precipitados es problematica y costosa ya que

dichos solventes son extremadamente toxicos [8].
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Alun a niveles relativamente bajos (32 ppm), los EG pueden ocasionar el
blogueo de filtros en motores [10]. La concentracion de EG en muestras de
biodiesel varia 0 y entre 160 ppm [11, 12]. Un andlisis seriado de partidas de

biodiesel argentino exportadas revela que la media es de 95 ppm [12].

El biodiesel exportado debe cumplir con los estandares respecto a la presencia
de material insoluble. Entre estos estandares se encuentran la Norma Europea
(EN) 12662:2008, que especifica un método para la determinaciéon de
contaminaciones como el contenido de sustancias no disueltas en los
destilados medios hasta un 5% (V/V) de ésteres metilicos de acidos grasos
(FAME) o FAME 100% (V/V), y la Norma de la Sociedad Americana para el
testeo de Materiales (ASTM) 6751:2009, que determina las propiedades
requeridas para los diesel y mezclas con biodiesel en el momento y el lugar de
la entrega. Ademas, algunos mercados como los de Canada y Australia son
mas exigentes respecto a la calidad del biodiesel, y requieren la aprobacion de
ensayos de filtracion que el biodiesel de soja no pasa debido a la presencia de

EG, imposibilitando el acceso a los mismos.

De esta manera la presencia de EG en biodiesel representa un problema cuya
resolucién tendra un significativo impacto en el mejoramiento de la calidad de
este producto con los consecuentes beneficios econdmicos para las regiones

productoras de biodiesel.

El total de los EG presentes en biodiesel comprende la suma de los EG libres y
los generados a partir de la transesterificacion de acil-EG originalmente
presentes en los aceites usados como materia prima. Los EG estan
constituidos por un grupo esterol, con un carbohidrato unido al grupo hidroxilo
del carbono 3 (Figura 3). El D-glucésido del B-sitosterol es el EG mas
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abundante en el biodiesel derivado de soja (47%) seguido del D-glucésido del
estigmasterol (25%) [11]. El contenido de EG en el biodiesel de soja es cinco
veces mayor al del biodiesel derivado de aceite de maiz y alrededor de ocho
veces superior al del combustible derivado del aceite de girasol. Considerando
que préacticamente la totalidad del biodiesel producido en nuestro pais proviene
del aceite de soja, la presencia de EG tiene un impacto aun mayor y representa
una desventaja competitiva respecto a aquellos paises que elaboran biodiesel

a partir de otros aceites.

L L
o 35

o

[-sitosteril-glucdsida estigmasteril-glucosido

Figura 3: Estructuras de B-sitosteril-glucésido y estigmasteril-glucésido, los esteril glucésidos
mas abundantes en el aceite de soja.

Remocidn fisica v quimica de los EG

Se ha observado que el uso de filtros convencionales no puede prevenir la
formacion de las mencionadas masas gelatinosas compuestas por EG. Mas
especificamente, la filtracion del biodiesel con filtros de 5 micrones previo al
mezclado con el diesel derivado de petrdleo y con filtros de 10 micrones luego
del mezclado no ha sido efectiva para prevenir el bloqueo de motores con

material insoluble [8].

Se han propuesto distintas soluciones para la eliminacién de EG del biodiesel.

El uso de membranas de ultrafiltracion hidrofilicas con un corte de 1000 D ha
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demostrado ser un método efectivo en la remocién de estos compuestos [8] .
Sin embargo, el proceso es econdmicamente inviable debido al elevado costo
de las membranas. Otros métodos incluyen el uso de materiales adsorbentes,
tales como carbdn activado o tierras de diatomea [13]. Estos ultimos métodos
no sélo encarecen el proceso de produccion sino que no han demostrado ser

completamente eficaces en la remocion de los compuestos indeseados.

La Unica tecnologia existente en la actualidad capaz de remover
completamente los EG de biodiesel es la destilacion. Para llevar a cabo este
tratamiento el biodiesel debe ser previamente deshidratado y desalcoholizado.
Luego se somete a una destilacion de alto vacio, donde se vaporiza el biodiesel
mas volatil, dejando un fondo mas pesado, similar al fuel oil. De esta manera se
obtiene un biodiesel transparente con un 99% de pureza. El biodiesel destilado
estd orientado a penetrar en nichos de mercados hoy no atendidos como el
mercado eléctrico argentino y la sustitucion de la utilizacién del biodiesel a base
a colza que se utiliza en Europa en las temporadas de baja temperatura. La
desventaja radica en que esta técnica tiene un costo superior a 30 dolares por
tonelada de biodiesel, lo que hace prohibitivo su uso para la mayoria de las

aplicaciones.

Por ultimo, el método mas ampliamente utilizado es el simple almacenamiento
del biodiesel en tanques a fin que los materiales insolubles precipiten. Este
método de decantacidn presenta numerosas desventajas entre las que se

cuentan:

(1) el costo asociado al almacenamiento extendido del combustible,
(i) el costo asociado a la limpieza periddica de los tanques de
almacenamiento, incluyendo la mano de obra, la disposicion de los
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deshechos y el costo del biodiesel que se descarta junto con el
sedimento,

(i)  la variabilidad en la calidad del combustible obtenido debido a la falta
de estandarizacion en las condiciones de almacenamiento (por

ejemplo variaciones de temperatura).

La obtencion de un biodiesel capaz de satisfacer altos estandares de calidad
en cuanto al contenido de materia sélida es un requisito fundamental para que
la industria de los biocombustibles alcance su maximo potencial como
alternativa renovable a los combustibles derivados del petréleo. Con este fin,
desarrollar métodos eficaces para prevenir la formacion de estas masas

insolubles resulta esencial.

Remociéon enzimética de los EG

Esta problematica fue abordada por nuestro grupo de trabajo a través del
desarrollo de degradadores enzimaticos de los EG [14-17]. La utilizacion de
métodos enzimaticos especificos puede contribuir al desarrollo y
establecimiento de procesos industriales mas econdmicos y menos agresivos
para el medio ambiente [18, 19] En la produccién de biodiesel, distintos
procesos que utilizan enzimas han sido recientemente implementados en
escala industrial para llevar a cabo la eliminacion de fosfolipidos originalmente
presentes en el aceite utilizado como materia prima. El método denominado
desgomado enzimatico, que utiliza fosfolipasasas A o C de distinto origen, ha
contribuido a simplificar el proceso de eliminacion de fosfolipidos (gomas)
reemplazando métodos quimicos obsoletos que son extremadamente

trabajosos y provocan mermas en los rendimientos [20-22].
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La implementacion de un método enzimatico econémico que no requiera
modificaciones sustanciales de los procesos de produccion actuales ni de
magquinaria adicional representara una contribucion significativa para facilitar la

expansion del uso de combustibles renovables.

Nuestro grupo identifico y caracterizd6 una familia de enzimas termoestables
capaces de hidrolizar EG en medios acuosos y en emulsiones de
agua/biodiesel [15]. El uso de enzimas termoestables es favorable para el
tratamiento enzimatico del biodiesel, ya que los EG son insolubles a

temperatura ambiente [4].

LacS, una B-glucosidasa de Sulfolobus solfataricus, fue la enzima mas eficiente
de la familia cuando se llevd a cabo la reaccién enzimética con poliglicerol
polirricinoleato al 0,9% (PGPR), un potente emulsionante “agua en aceite”.
LacS se localiza preferencialmente en la fase acuosa, y el agregado del
emulsionante aumenta la interfaz agua/biodiesel, mejorando de esta manera el

acceso al sustrato EG [15].

Desafortunadamente, el empleo de estas cantidades de emulsionante en un
proceso de limpieza industrial de biodiesel aumentaria mucho su costo, y seria
necesaria su remocion luego del tratamiento. Asi, se comenz6é una nueva
busqueda de B-glucosidasas con mayor rendimiento en sistemas bifasicos
agua/biodiesel y con capacidad para trabajar en ausencia de agentes

emulsionantes.

Inicialmente se centr6 la busqueda en glucosidasas termoestables con
caracteristicas que prometian un mejor rendimiento en emulsiones
agua/biodiesel: tolerancia a solventes organicos, especificidad por sustratos

hidrofobicos y/o asociaciones naturales a membranas.
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La busqueda inicial de B-glucosidasas termofilicas con especificidad para
sustratos hidréfobos llevé a una enzima de Pyrococcus horikoshii (BGPh) que
comparte un 46% de similitud con LacS y que exhibe una tendencia a hidrolizar
B-glucosidos con cadenas alquilicas largas [23]. Los datos experimentales
sugieren que esta enzima esta asociada a la membrana bacteriana, tanto
cuando su actividad se analiza en fracciones de membrana de Pyrococcus,

como cuando se expresa de forma heterdloga en Escherichia coli.

Un andlisis estructural de BGPh muestra una region hidrofébica al final del sitio
activo, que esta rodeado por un anillo de aminoacidos con carga positiva [24].
Estas caracteristicas sugieren que la regién hidrofébica podria penetrar en la
membrana, lo cual estaria de acuerdo con la evidencia experimental. La
estructura superficial de la membrana de BGPh difiere notablemente de la
correspondiente a la regién de LacS, que es soluble en agua. Por lo tanto, se
hipotetiz6 que BGPh podria funcionar como una esterilglucosidasa en ausencia

de emulsionantes.

Para ampliar la gama de candidatos, se realiz6 un BLAST (Tabla 1) y se
seleccionaron siete secuencias de proteinas, las cuales fueron optimizadas
para la expresidon en E.coli (GenScript). Sélo EGasal, BGTb y BGTs se
expresaron con éxito, y de ellas s6lo EGasal pudo obtenerse en la fraccion

soluble.

Gen sintético (N° de

. o 0 .
Proteina (GenBank N° de acceso) % Homologia con BGPh acceso de GenBank)

BGPh Pyrococcus horikoshii

(WP_010884453.1) 100 KP772234
BGPf Pyrococcus furiosus
(WP_011011560.1) 96 KP772235
EGasal Thermococcus litoralis
(WP_004069094.1) 92 KP772236
BGTk Thermococcus o1 KP779937

kodakarensis (WP_011250778.1)
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BGTs Thermococcus sibiricus

(WP_015848865.1) 90 KP772238
BGADb Aciduliprofundum boonei

(WP_008082059.1) 84 KP772239
BGTb Thermococcus barophilus a1 KP772240

(WP_013467240.1)

Tabla 1. Enzimas con homologia a BGPh probadas en nuestro laboratorio

Nuestro grupo ha descrpito recientemente un método eficaz para la eliminacion
de EG del biodiesel basado en el uso de la enzima termoestable con actividad
de esterilglucosidasa (EGasal) de Thermococcus litoralis, expresada en
Escherichia coli [17]. La enzima hidroliza los EG (Figura 4) sin la necesidad del
agregado de emulsionantes, generando esteroles que son completamente
solubles en biodiesel y glucosa que se elimina posteriormente con los lavados

acuosos durante las ultimas etapas del proceso de produccién de biodiesel.

Esterol — >  Biodiesel

Esteril-glucésido
aCuoso

Glucosa

Figura 4: Hidrdlisis enzimatica del B-sitosteril-glucésido, el EG mas abundante en el biodiesel
derivado de aceite de soja.

El método de produccion aun no ha sido optimizado, y debido a que la enzima
es el principal componente en este tratamiento del biodiesel, su produccion
constituye un paso critico en el desarrollo de un procedimiento rentable. En el
presente trabajo se describe en primer lugar el desarrollo de un proceso de

produccion eficiente para la EGasal en E. coli. Finalmente, se describe el
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tratamiento enzimatico de biodiesel, y su escalado hasta volumenes

industriales.

SISTEMAS DE PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

La produccién de proteinas recombinantes requiere de procesos integrados
que incluyen sortear desafios que van desde la biologia molecular hasta el
proceso de purificacion y formulacion (o downstream) Generalmente el
huésped elegido tiene un rol principal ya que muchas de las caracteristicas del
producto asi como las técnicas de ingenieria genética y las estrategias de
recuperacion van a depender de las capacidades del organismo productor.
Actualmente se dispone de una gran variedad de hospedadores incluyendo
bacterias, levaduras o células animales y la eleccion del mismo depende de
muchos factores. La velocidad de produccién, rendimiento, funcionalidad y
calidad de la enzima son generalmente prioritarios. Sin embargo, al momento
de la seleccion del hospedador, prevalece la alternativa que facilite desarrollar
procesos simples, que permitan obtener un producto recombinante con la

calidad requerida y a un costo aceptable [25].

Escherichia coli como sistema de expresidn bacteriano

E. coli fue el primer organismo utilizado para la produccion de proteinas
recombinantes humanas, y en la actualidad es uno de los organismos mas
utilizados para la expresién de proteinas heterdlogas. [26-30]. Una de las
razones principales es que esta especie es una de las mas estudiadas y se ha
generado una gran cantidad de conocimientos acerca de su fisiologia,

bioquimica y genética [26, 31]. Esta bacteria es facil de cultivar y manipular
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genéticamente. Es capaz de crecer hasta altas densidades celulares en
fermentadores (hasta 175 g PS/L) y tiene necesidades nutricionales simples
que pueden ser suplidas con medios definidos y muy econémicos [27]. A nivel
de sintesis de proteinas es un organismo de crecimiento rapido, de alto
rendimiento y puede acumular proteinas recombinantes en una proporcién que
puede llegar hasta el 80% de su peso seco. Es por esta razon que E. coli es
generalmente la primera opcion al momento de la eleccion de un sistema de

expresion [27, 28, 32, 33].

Sin embargo, E. coli presenta una serie de desventajas al momento de producir
proteinas de gran tamafio o complejas provenientes de organismos eucariotas.
La misma no es capaz de realizar modificaciones post traduccionales como
glicosilaciones o acilaciones. Ademas, su capacidad de realizar plegamientos
complejos que incluyen puentes disulfuro o activaciones proteoliticas como los
organismos superiores es bastante limitada. Por otro lado, al momento de
obtener proteinas de uso terapéutico una desventaja es la presencia del
lipopolisacarido, generalmente referido como endotoxina, el cual resulta
pirogénico en humanos y otros mamiferos. Las proteinas utilizadas con este fin
deben ser purificadas en un segundo paso para eliminar este compuesto, lo
cual genera un incremento del costo de produccion [34]. Mas alla de este
inconveniente, varias cepas no patogénicas de E. coli de uso comun como la
BL21 y K12 son consideradas inocuas o GRAS (del inglés, Generally

Recognized As Safe) por la FDA (del inglés, Food and Drug Administration).

Por ultimo, otra deficiencia de la sobre-expresion en este sistema es que
muchas proteinas forman agregados insolubles denominados cuerpos de

inclusion en el citoplasma de E. coli. Las proteinas que los conforman
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generalmente se encuentran inactivas, estan parcialmente plegadas y ademas
suelen mostrar artefactos estructurales como puentes disulfuro no nativos,
tanto intra como intermoleculares [35]. Diversas estrategias pueden ser
utilizadas para evitar la formacién de estos agregados como el cultivo a menor
temperatura, la co-expresion de chaperones moleculares, fusiones de proteinas

0 sustitucion de aminoécidos mediante ingenieria genética [36, 37].

Sistemas de chaperonas moleculares

Los moduladores de plegado mejor caracterizados en el citoplasma de E. coli
son los sistemas de chaperones moleculares DnaK-DnaJ-GrpE y GroEL-
GroES. Ambos conjuntos de chaperones pertenecen al regulon o de shock
térmico, un grupo de 20-30 chaperones moleculares, proteasas y otras
proteinas asociadas al shock térmico (hsps) que estan presentes en niveles
relativamente abundantes bajo condiciones normales de crecimiento. La
transcripcion de las hsps se sobre- expresa transitoriamente cuando las células
se someten a aumento de temperatura u otras formas de estrés, incluyendo la

sobreproduccién de proteinas recombinantes.

Una serie de estudios [38, 39] indica que DnaK-DnaJ-GrpE y GroEL-GroES
forman una red cooperativa de plegado de muchas proteinas, como se ilustra
en la Figura 5. Tanto DnaK como GroEL se unen y liberan sustratos proteicos
de una manera dependiente de ATP que esta coordinada por interacciones con
los cofactores DnaJ-GrpE o GroES, respectivamente. DnaJ (J) se une a
polipéptidos nacientes que emergen del ribosoma, y dirige a las proteinas
recién sintetizadas al reconocimiento por DnaK (K). DnaK-DnaJ exponen las

regiones hidrofébicas de la cadena polipeptidica, evitando asi las interacciones
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improductivas con otros intermediarios y componentes celulares. La union del
factor de intercambio de nucle6tidos GrpE a DnaK cataliza la liberacion de la
proteina unida que puede plegarse en su conformacion nativa, ser transferidos
al sistema de chaperonas GroEL-GroES (EL y ES, respectivamente); o quedar

mal plegado y agregarse.

Se cree que las chaperoninas GroE facilitan la isomerizacion productiva de
proteinas que ya han alcanzado una conformacion intermedia compacta [40-
43]. Si la proteina descargada del complejo GroE es incapaz de plegarse en su
conformaciéon nativa, puede experimentar otro ciclo de interaccion con el
sistema de chaperonas o agregarse. Si el plegado adecuado no se puede
lograr después de varios ciclos de interaccion con chaperonas, DnaK-DnaJ-
GrpE o GroEL-GroES pueden presentar sus sustratos a la maquinaria de

proteasa celular [44].

Se demostré que el factor desencadenante (TF, Tigger Factor), una proteina
que se une a los ribosomas y las cadenas polipeptidicas nacientes posee una
actividad peptidil-prolil-cis/trans isomerasa. Existe evidencia que sugiere que el
factor desencadenante actie como un catalizador de plegado general co-
transduccional y estabilice las proteinas nacientes antes de su transferencia a

las chaperonas [45, 46].
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Figura 5: Modelo propuesto para el plegamiento de proteinas asistido por chaperones en E.
coli. [47]

CULTIVO DE E. COLI DE ALTA DENSIDAD DE CELULAS.

Los procesos de fermentacion pueden clasificarse en tres grupos: continuos,

semicontinuos o en lote alimentado, y en lote o cultivos cerrados.

En los procesos en lote, todos los nutrientes del medio de cultivo a utilizar
estan presentes en el tanque de fermentacién al inicio del proceso. En estos
casos solo se agregan al medio de cultivo gases, como oxigeno y dioxido de

carbono y acidos o alcalis para mantener el pH en el valor deseado [48].

En los procesos continuos los nutrientes son continuamente agregados al
tanque de fermentacion mientras que los productos son extraidos también en
forma continua. En este tipo de fermentaciones los caudales de entrada y
salida son generalmente iguales de modo que se trabaja a volumenes

constantes [48].

32



Introduccion

Los denominados procesos en lote alimentado combinan los elementos antes
descriptos. En estos casos, una concentracion inicial de nutriente se agrega al
tanque al inicio del proceso. Durante esta primera etapa el cultivo es un
proceso en lote donde el microorganismo crece a su maxima velocidad de
crecimiento especifico. En una segunda etapa uno de los nutrientes,
generalmente la fuente de carbono, es agregado a la velocidad deseada para
regular la velocidad de crecimiento. El producto es recogido al final del proceso

[48].

En los cultivos en lote es posible alcanzar 5-10g/L de peso seco de células,
mientras que en los cultivos de lote alimentado se pueden alcanzar
concentraciones mayores a 50¢g/L de peso seco. Ademas en este Ultimo caso,
los rendimientos volumétricos de las proteinas recombinantes pueden ser

mejorados controlando la velocidad de crecimiento especifica. [49, 50]

Se ha detectado que muchos componentes del medio de cultivo se convierten
en inhibitorios para E.coli cuando son agregados a altas concentraciones [50].
Ejemplos de estos nutrientes son: la glucosa a una concentracion de 50 g/L, el
amonio a 3 g/L, el hierro a 1,15 g/L, el magnesio a 8,7 g/L, el fosforo a 10 g/L y

el zinc a 0,038 g/L. [51].

Pueden ademas generarse concentraciones inhibitorias de productos. En el
mecanismo mas estudiado, las concentraciones inhibitorias de productos
secundarios metabdlicos se generan cuando la glucosa se encuentra en
exceso en el medio. Este monosacarido es metabolizado por E. coli a través de
la via de Embden-Meyerhof-Parnas a piruvato. En condiciones aerobicas, el
piruvato es transformado en acetil-CoA por accion de la enzima piruvato
deshidrogenasa y este compuesto es luego incorporado al ciclo de los acidos
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tricarboxilicos [50, 52]. En presencia de altas concentraciones de glucosa en el
medio de cultivo, E. coli acumula grandes cantidades de acetil-CoA debido a la
saturacion del ciclo de los acidos tricarboxilicos y de la cadena de transporte de
electrones. El exceso de acetil-CoA es metabolizado a acetil fosfato y
posteriormente a acetato, en reacciones catalizadas por las enzimas acetato
kinasa y fosfotransacetilasa respectivamente. El acetato se protona en el
interior de la célula y atraviesa la membrana plasmética, esto ocasiona la
pérdida del gradiente protomotriz necesario para la sintesis de ATP; lo que

finalmente produce la detencién del crecimiento [53].

La inhibicion del crecimiento por acetato puede ser producida por varias
fuentes de carbono. Esto explica por qué no puede mejorarse sustancialmente
el rendimiento de un cultivo en lote por medio del simple incremento de la

concentracion de nutrientes en el caldo de cultivo.

El control de la velocidad de crecimiento mediate la regulacién del suministro
de sustratos permite controlar la velocidad de consumo de otros nutrientes,
inluido el oxigeno y la generacion de calor. En particular la concentracion de
oxigeno disuelto puede convertirse rapidamente en una limitante en el
crecimiento a altas densidades de células, como resultado de la limitacion en la

transferencia de masa.

Métodos de alimentacioén

Existen diversos métodos de suministro de la fuente de carbono que permiten
mantener la concentracion de acetato en bajos niveles. Estos métodos estan
basados en modelos mateméaticos que describen patrones de crecimiento y la

demanda de nutrientes esperada. [27]. Se han utilizado estrategias simples de
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alimentacion, tales como la alimentacion a velocidad constante, una
alimentacion que se incrementa linealmente, o la alimentacion exponencial,
para obtener exitosamente altas densidades celulares en E. coli [54-56]. La
alimentacion exponencial permite que las células alcancen una velocidad de
crecimiento especifica constante utilizando fuentes de carbono como nutriente

limitante del crecimiento [27].

Se ha determinado que la formacién de acido acético puede minimizarse
controlando la velocidad de crecimiento especifica por debajo de un cierto valor
(1=0,35 h™* en el caso de utilizar medios minimos) [27]. En estos procesos la
concentracion de la fuente de carbono en el cultivo se mantiene cerca de cero
durante la alimentacién exponencial, y por lo tanto, no perturba el metabolismo

del carbono en las células.

Se han desarrollado otros métodos de alimentacibn con control de
retroalimentacion. EI método de pH o OD-stat se basa en la deteccion de
cambios en el pH o el OD cuando la fuente de carbono principal se agota en los
medios de cultivo. El incremento en el pH o el OD debido al agotamiento de la
fuente de carbono, indica que una cantidad predeterminada de solucién de
alimentacion debe ser agregada al biorreactor. Estos métodos controlados por
retroalimentacion proporcionan una gran ventaja, la de prevenir la

sobrealimentacion que lleva a la formacion de acetato [57-59].

La seleccion de una estrategia Optima de alimentacion post-induccion es muy
importante para la produccion eficiente de proteinas recombinantes, en el caso
de utilizar un sistema de expresion inducible [56]. La productividad de una
proteina recombinante varia dependiendo de la cepa huésped de E. coli y del
tipo de proteina recombinante a producir, por lo que no existe una regla general
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en la seleccidon de una estrategia de alimentacién adecuada para producir una

proteina dada y garantizar su maxima productividad.

SISTEMAS DE EXPRESION DE GENES HETEROLOGOS EN E. COLI.

En los cultivos de alta densidad de células de E. coli recombinante, la méxima
productividad a menudo se logra cuando el crecimiento y la producciéon se
separan temporalmente [49]. En cultivos alimentados, la separacion de las
fases se puede lograr retrasando el tiempo de induccién hasta que la densidad
de células alcance un valor adecuado. Se han desarrollado muchos promotores
que pueden ser inducidos por diversos mecanismos tales como cambio de
temperatura (pL y pR) [60], cambio de pH o la adicion de inductores quimicos.
Entre los promotores inducibles, los mas frecuentemente usados son los
derivados de T7 o lac: pTAC [61], pTRC [62], pLAC [63], y pT7 [64], inducidos
por el agregado de IPTG o lactosa. Dentro de los promotores inducibles
también se encuentra el pBAD, que contiene el promotor del operén que
codifica para la enzimas que metabolizan L-arabinosa asociado a su activador

transcripcional araC [64].

BIOLOGIA SINTETICA

Desde hace varios afios, nuevos desarrollos tecnolégicos han permitido que el
ADN pueda ser sintetizado en forma eficiente y econdmica. Por otra parte, las
secuencias de ADN pueden obtenerse mas facilmente en forma digital que en
forma fisica ya que las mismas se encuentran disponibles en diversas bases de

datos. Debido a estos adelantos tecnoldgicos, el uso de ADN sintético se ha
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expandido rapidamente en los Uultimos afios para constituirse en el pilar

fundamental de una disciplina denominada “biologia sintética” [65-68].

La biologia sintética es una disciplina emergente que tiene como objetivo crear
organismos nuevos con circuitos genéticos de disefio. [69]. Contribuye
fuertemente al avance de la ingenieria genética reduciendo los tiempos de
desarrollo de organismos modificados con respuestas predecibles. De esta
manera, el progreso realizado en este campo permite no sélo el disefio y la
obtencién de organismos capaces de producir novedosos compuestos sino
también la optimizacion de los rendimientos de procesos de produccion
existentes, generando como consecuencia una disminucion en los costos de

manufactura [70, 71].

OPTIMIZACION DEL USO DE CODONES

Las variaciones especie-especificas en el uso de codones a menudo se citan
como una de las principales causas que afectan a los niveles de expresion de
proteinas [72, 73]. La presencia de codones raros, que se correlacionan con los
bajos niveles de sus especies de tRNAs en la célula, puede reducir la eficiencia
de la traduccién e incluso inducir errores en la misma con un impacto

significativo en la economia del proceso de produccion [74, 75].

A pesar de que un gran niumero de genes han sido redisefiados para aumentar
su nivel de expresion [76-78] el disefio de un gen para la expresién 6ptima
requiere elegir entre un gran namero de posibles secuencias de ADN.
Tipicamente, se han utilizado dos estrategias para la optimizacion de codones.

La primera, conocida como "un codon-un aminoacido”, asigna el codon mas
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abundante del huésped o de un conjunto de genes seleccionados, a todos los
aminoacidos en la secuencia a expresar [73]; [79]. La segunda estrategia,
“randomizacién de codones", utiliza tablas basadas en la distribucion de
frecuencias de los codones en un genoma completo o un subconjunto de genes
altamente expresados, otorgando un peso a cada codén. En este caso, los
codones se asignan al azar con una probabilidad dada por su peso [79, 80].
Varios resultados obtenidos por nuestro y otros grupos de trabajo [15, 71, 81-
85] indican que el método "randomizacion de codones" es una estrategia

superior para la optimizacion de codones.

ENZIMAS TERMOFILAS

Los componentes celulares de organismos termofilicos (enzimas, proteinas y
acidos nucleicos) son, nauralmente, termoestables. En general, ademas de la
alta temperatura, también resisten condiciones de desnaturalizacion generadas
por condiciones extremadamente acidas y alcalinas [86, 87]. Las enzimas
termoestables tienen un importante potencial para muchas aplicaciones
industriales. Se esta estudiando ampliamente el uso de tales enzimas para
optimizar procesos quimicos en la industria de alimentos, papel, detergentes,
farmacos y eliminacién de residuos toxicos. Las enzimas se pueden producir a
partir de organismos termdfilos a través de su fermentacién optimizada o
mediante la clonacion de los genes correspondientes en microorganismos
mesodfilos de rapido crecimiento mediante la tecnologia del ADN recombinante
[88]. Sin embargo la transferencia de los genes codificantes de las enzimas de

organismos extremofilos debe sufrir ciertas modificaciones para ajustarse a la
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maquinaria de expresidon del mocroorganismo productor. Entre estas

modificaciones se encuentra la optimizacion del uso de codones [89].

Existe una demanda creciente de nuevas enzimas termoestables con un
rendimiento mejorado y / o nuevas funcionalidades que proporcionan ahorros
en tiempo, dinero y energia para procesos industriales quimicos y otras

aplicaciones biotecnolégicas industriales o "blancas” [90].

LISIS CELULAR.

E. coli presenta una gran desventaja como hospedador de proteinas
heterdlogas, ya que por lo general no secreta altos niveles de proteina al medio
de cultivo. La ingenieria genética de las células se ha aplicado con éxito para
aumentar el titulo de la proteina recombinante durante la fase de cultivo. Sin
embargo, el aumento en el titulo no siempre se puede transferir directamente al
producto final debido a dificultades que surgen durante el procesamiento del
cultivo. Asi, el cuello de botella de las mejoras en la productividad suele estar

en el procesamiento o downstream de los cultivos [91].

Técnicas actuales de disrupcién celular

La disrupcion celular puede conseguirse mediante una diversidad de
operaciones [92, 93], y los métodos disponibles pueden clasificarse en

mecanicos y no mecanicos.

En algunos casos, los mismos pueden combinarse para aumentar la eficiencia
global de la disrupcion [94, 95]. Los métodos mecanicos incluyen molinos de

perlas, homogeneizadores de alta presion y cavitacién (Harrison 1991). Los
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métodos no mecénicos incluyen tratamientos quimicos, lisis celular usando
enzimas, tratamiento térmicos o alcalinas, choque osmatico, ciclos de
congelacion/descongelacion o la ingenieria celular usando genes estrictamente
regulados, como el gen 'Kil' [96]. La proteina Kil es una bacteriocina, o toxina
bacteriana. La expresion plasmidica regulada del gen kil provoca la liberacion
especifica de las proteinas perilasméticas al medio celular sin causar la muerte
de la célula [97]. Steidler y Fiers [98] describieron un sistema para la liberacién
controlada de proteinas periplasmaticas de E. coli aplicable a todas las cepas,

basado en la induccion de gen kil clonado bajo del promotor pL del fago A.

Técnicas utilizadas a gran escala

Aunqgue se dispone de una variedad de técnicas para la liberacion de productos
intracelulares, los procesos de escala comercial utilizan principalmente los
métodos mecdanicos en comparacion con los no mecanicos, ya que estos
altimos tienen limitaciones econdmicas para su escalabilidad. Los molinos de
perlas y los homogeneizadores de alta presién tienden a utilizarse en gran
escala, mientras que otros métodos no mecanicos se utilizan en escala de

laboratorio, con excepciones como la lisis por calor.

Las desventajas del uso de molinos de cuentas y homogeneizadores incluyen
una liberacion no selectiva del producto (es decir, la co-liberacién de
contaminantes), el considerable gasto de energia y la micronizacion de los

desechos celulares.

Los métodos quimicos y enzimaticos se han limitado a la escala de laboratorio
debido principalmente a los costos de las enzimas necesarias para la lisis a

gran escala, pero también debido a las dificultades en la eliminacion de los
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productos quimicos exdgenos o0 a la desnaturalizacion potencial del producto

de interés en la exposicion a productos quimicos especificos [99].
e Homogeneizadores de alta presion

El homogeneizador de alta presion ha sido utilizado para romper células
bacterianas por muchos afios [93]. Con la excepcion de microorganismos
filamentosos, este método es el adecuado para una amplia variedad de

bacterias y levaduras. [32, 100, 101].

El disefio basico del homogeneizador consiste en una bomba de
desplazamiento positivo que fuerza a una suspension de células a pasar a
través del centro de un asiento de valvula y radialmente a través de la cara del
asiento (Figura 6). La presion se controla ajustando la fuerza sobre la valvula,
que es de resorte o de control hidraulico. El fluido fluye radialmente a través de
la valvula y golpea un anillo de impacto. La suspension sale entonces del

conjunto de la valvula y fluye a una segunda valvula o a una descarga.

Alimentacion

Asiento

'j Anillo de
l—' , impacto

= 4 Producto
homogeneizado

Valvula

Figura 6: Esquema de un homogeneizador a alta presion.

e Termbolisis
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Las especies hipertermofilas representadas por bacterias y arqueas crecen
Optimamente a temperaturas entre 80 y 110 °C. Las enzimas de estos
organismos (enzimas hiperterméfilas) son mas rigidas que sus homologas
mesofilas, con propiedades de estructura-funciobn Unicas como alta
termoestabilidad y actividades Optimas a temperaturas por encima de 70 °C

[102].

La termdlisis a gran escala es utilizada cada vez con mayor frecuencia,
especialmente para la liberacion y purificacion de proteinas recombinantes
provenientes de organismos termdfilos. En esta técnica, las bacterias Gram
negativas tales como E. coli se calientan a 50-55°C para disrumpir la
membrana externa y liberar proteinas peripldsmicas. Las proteinas
citoplasmaticas también pueden liberarse pero a temperaturas mas altas. Las
proteinas citoplasmaticas de bacterias se liberan al medio luego de
aproximadamente de 10 minutos de tratamiento a 90°C, dependiendo del tipo
de organismo y de su fase de crecimiento [103]. Se observd un incremento en
la cantidad de proteinas en el medio cuando las células fueron crecidas hasta
fase estacionaria con respecto a las proteinas de células en fase exponencial,
tanto para cultivos de E. coli, como de B. megaterium [104]. Los resultados
también dependen de la temperatura de almacenamiento previo a las lisis. Una
preincubacion a bajas temperaturas, por ejemplo 0-5 °C, conduce a una
resistencia incrementada al tratamiento térmico en E. coli. Esto se debe a

cambios en la composicion de acidos grasos en las membranas bacterianas.

La técnica tiene varias ventajas para su uso a escala industrial. Primero, se
elimina al hospedador, evitando asi la liberacion de organismos recombinantes

al medio ambiente. Segundo, se logra la desnaturalizacion de proteasas, dando
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lugar a una mayor estabilidad del producto. En tercer lugar, la mayoria de la
proteinas contaminantes se desnaturalizan y precipitan, por lo que pueden

separarse facilmente del producto final, el cual se mantiene soluble [104].

La arquea termofilica Thermococcus litoralis crece en el rango de temperaturas
de 55-100°C siendo la temperatura 6ptima entre 85-88°C. El gen sintético de
egasal proveniente de T. litoralis fue clonado en E. coli y codifica para una -
glucosidasa termofila, utilizada en este trabajo para hidrolizar EG. Debido a que
esta enzima tiene un gran valor potencial para uso industrial, el desarrollo de
un bioproceso sencillo y econémico para la produccion de esta

esterilglucosidasa termdfila es un requisito esencial [105, 106].

EXTRACCION DE PROTEINAS DE MEMBRANA CON DETERGENTES

Las proteinas de membrana requieren la utilizacion de detergentes para su
extraccidon y solubilizacion. Los detergentes son moléculas anfipaticas, como

tales, son capaces de interactuar tanto con agua como con lipidos.

Cuando se agrega detergente a un cultivo de bacterias que ha sido procesado
con un homogeneizador, el detergente se une a la membrana lipidica hasta que
se alcanza la saturacién en la relacion tensioactivo/lipido. La adicibn de mas
tensioactivo conduce a la formacién de micelas mixtas que contienen lipidos de
membrana. Esto continla hasta que todo el lipido esta contenido dentro de las
micelas. La adicion de surfactante, mas alla de este punto, conduce a la

formacioén de micelas de surfactante.

Las interacciones proteina-tensioactivo también son descriptas por una serie de

pasos que conducen a una proteina recubierta de surfactante. Los resultados
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son dependientes de la concentracion del detergentes y varian de acuerdo con

la concentracion micelar critica del detergente [107]

Ademas, las proteinas de membrana tienden a formar agregados incluso en
presencia de detergentes, lo cual reduce la eficiencia de todas las técnicas
separativas [93]. Es por eso que resulta esencial la seleccion de un detergente

que solubilice pero no resulte desnaturalizante para la proteina.

Existe una importante variedad de detergentes capaces de solubilizar las

membranas celulares.

Los detergentes pueden ser clasificados con respecto a sus porciones
hidrofébicas o hidrofilicas. Las estructuras hidrofilicas de los detergentes
pueden ser no ionicas (Brij y Triton X), anidnicas (SDS), catidnicas (tetra alquilo
sales de amonio) o zuitteridnicas. Los detergentes no idénicos son los mas

usados en la purificacién de proteinas de membranas.

La porcion hidrofoébica puede ser clasificada con respecto a su tamafio y
flexibilidad. Los mas flexibles son los hidrocarburos lineales de diversos largos
de cadena (tipicamente entre 8 y 16 C). Dentro de los detergentes con cadenas
alquilicas lineales, aquellos con las cadenas mas largas tienen mayor
tendencia a actuar como agentes desnaturalizantes. Los menos flexibles son

hidrocarburos ramificados y aromaticos (Triton) y anillos alifaticos (Tween).

El indice HLB (del inglés Hydrophilic-Lipophilic Balance) de un detergente es
una medida del grado de hidrofilicidad o hidrofobicidad. Exite una escala
arbitraria de valores para clasificar a los tensoactivos entre lipofilos, con valores

de HLB bajos (de 1-9), e hidrofilos, con valores de HLB altos (10-18) [108]
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La mayoria de las proteinas se desnaturalizan con detergentes iGnicos como
SDS mientras que Triton X-100 y otros detergentes no idnicos generalmente se
utilizan para solubilizar proteinas integrales de membrana sin una pérdida de
actividad. Particularmente el Triton X-100 actia especificamente sobre la
membrana citoplasmatica de E. coli, ya que la membrana externa es muy
resistente a la solubilizacion con este detergente [109]. En la Figura 7 se
pueden observar las estructuras quimicas de algunos de los detergentes no

idnicos.

XX@*“T T

Triton* X-100 Detergent . .
R Nonil Fenol etoxilado

Triton X-100

/\/\/\/\/\/\E OH /\/\/\/\/\/‘[ /\]'0H
o} 0
/\k C12 23

. . Brij* 35 Detergent
Alcohol Laurico etoxilado MW 1225

Figura 7: Estructura quimica de los detergentes Triton X-100, Nonilfenoletoxilado (NF), Alcohol
laurico etoxilado y Brij*35.

Como ejemplo se puede mencionar la extraccion de la B-glucosidasa de
membrana (BGPh) de Pyrococcus horikoshii, una proteina 92% homodloga a
EGasal, la cual es solubilizada con 2,5% del detergente no iénico Tritdbn X-100.

[23]

BIOCATALISIS EN MEDIOS NO CONVENCIONALES

La biocatdlisis, también conocida como catalisis enzimatica o

biotransformacion, es el uso de enzimas para catalizar reacciones quimicas. El
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campo de la biocatalisis sigue creciendo mientras los quimicos se esfuerzan
por encontrar procesos mas eficaces y sustentables, con una concomitante

reduccion de costos [88].

Si bien los medios acuosos son los medios tradicionales para las biocatalsis,

desde hace unos afios se comenzaron a utilizar medios organicos [110].

El uso de medios organicos en la biocatalisis va en continuo aumento para
diversas aplicaciones. Muchos procesos biocataliticos dificiimente pueden
realizarse en soluciones acuosas, debido a las extremadamente bajas
solubilidades de los sustratos, y el desplazamiento del equilibrio de reaccién en

agua.

Sin embargo, los solventes organicos pueden actuar como desnaturalizantes y
esto juega un papel fundamental en la falta de aceptacion de esta tecnologia.
Las enzimas pueden desactivarse irreversiblemente tras la exposicién por corto
tiempo a sustancias quimicas organicas (disolventes organicos miscibles en
agua). Ademas, la tasa de transferencia de masa en sistemas disolventes
inmiscibles en agua puede ser baja debido a la pequefia area interfacial
agua/sustancia organica, la que puede ser aumentada con condiciones de
agitacion intensivas, aunque nuevamenteprovocan un incremento en la
desnaturalizacion de las enzimas. Debido a este conjuto de caracteristicas el

uso de biocatalizadores en estos ambientes se encuentra limitado.

Sin embargo, surgen como alternativas las enzimas de extremofilos, que
muestran actividad y estabilidad a temperaturas extremas, baja actividad de
agua y alta presion hidrostatica. Asi, los medios acuosos/organicos y no

acuosos permiten la modificacion de los equilibrios de reaccion y la
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especificidad enzimética, permitiendo nuevos mecanismos para sintetizar o

hidrolizar compuestos [111].
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Objetivo general

El objetivo general de este trabajo de tesis es desarrollar un método de
manufactura de alta eficiencia para la enzima EGasal utilizando un proceso de
fermentacién a un costo que haga viable su implementacién industrial. De esta
manera, se espera que el proceso enzimatico de limpieza e biodiesel sustituya
el precario método de almacenamiento en tanques, a fin de producir un
biodiesel de calidad superior sin un incremento de costo adicional para los

productores.

Objetivos especificos

1. Desarrollar un sistema de expresion eficiente de EGasal en E. coli.
v Redisefar el gen que codifica para la EGasal optimizando el uso de
codones a fin de maximizar su expresion en E. coli.
v Evaluar la expresion del gen utilizando una bateria de promotores de
distinta fuerza.
v Evaluar la co-expresion de sistemas de chaperonas moleculares a fin

de obtener altos niveles de proteina de la fraccion soluble.

2. Desarrollar un proceso de crecimiento a altas densidades celulares
v Seleccionar la fuente de carbono 6ptima y mas econdémica para los
procesos en lote alimentado.
v Reformular el medio minimo utilizado para los cultivos de alta

densidad de E. coli.
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v Analizar el perfil de los caudales de alimentacion post-Induccion

tipicamente usados: flujo constante y flujo lineal.

v Determinar la relacion carbono-nitrogeno en la solucion de

alimentacion post-Induccion.
v Escalar el proceso de produccién a 1000L.
3. Desarrollar un método para la recuperacion de EGasal.
4. Determinar las condiciones 6ptimas para la hidrolisis de EG en biodiesel.

v Escalar el tratamiento enzimatico.

v Analizar la calidad del biodiesel a través de pruebas internacionales.
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Materiales y Métodos
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GENERAL

Las enzimas se obtuvieron de New England Biolabs (USA) y se utilizan como
recomienda el proveedor. Para la propagacion del plasmido durante las etapas
de clonado se utilizé E. coli Topl10 (Invitrogen), E.coli BL21 (DE3) o E.coli BL21
(Al) para la expresion de proteinas recombinantes. Las cepas de E. coli se
hicieron competentes quimicamente con un kit de Zymo Research (EE.UU.).
Las concentraciones de kanamicina y cloranfenicol utilizadas fueron 50 mg/L y

20 mg/L, respectivamente.

Para detectar actividad 3-galactosidasa en medios sélidos se utilizo el indicador

X-Gal a una concentracion igual a 40 mg /L.

MEDIOS DE CULTIVO
Las distintas cepas de E. coli fueron cultivadas en los medios que se describen

a continuacion.

Medio Luria-Bertani (LB) [112]
Triptona 10,0 g /L

Extracto de levadura 5,0 g /L

NaCl 5,0 g /L

Medio de fermentacion HM [113]
Glucosa 20,0 g /L

Extracto de levadura 0,5 g /L
Na;HPO,4.7H,0 4,0g/L

KH,PO, 20,8 g /L
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KOH 3,25 g /L
(NH4)2 HPO, 3,0 g /L
MgS04.7H,0 2,0 g /L

Elementos trazas 3,0 mL/L

Fantasia (En este trabajo)
KH,PO,4 27,8 g /L

NaCl 2,32 g /L

Elementos trazas 3,0 mL/L

Composicion de elementos trazas en g/L: HCI 5 M: FeSO,4 10, ZnSO4.7H,0 2.5,
CuS04.5H,0 1, MnSO45H,0 1, Na;B;0;.10H,O0 0.2, CaCl,.2 H,O 5,

NaMo00O,.2H,01, CoCl,.6H,0 1.

Para la elaboracion de medios sélidos se trabajd con las mismas

composiciones de nutrientes agregandose agar al 2%.

GENES SINTETICOS

Los genes sintéticos utilizados en este trabajo fueron provistos por Genescript

(NJ, USA).

CONSTRUCCION DE VECTORES

Construccion de pldsmidos con diferentes promotores
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Los vectores de expresion construidos se basaron en el plasmido pET24a
(Novagen), y las regiones promotoras se integraron en la misma ubicacién en
todos los casos. Los cebadores de PCR usados para amplificar las regiones
promotoras se describen en la Tabla 2. Los productos de la PCR y el vector
pET24a fueron digeridos con Bglll y Ndel y se ligaron para generar todos los
vectores de la serie pKCN. El gen sintético de EGasal (WP_011011560.1) de
T. litoralis se insertd6 en cada vector con los diferentes promotores entre los
sitios de restriccion Ndel y Hindlll. Los plasmidos resultantes se listan en la

Tabla 3.

Construccion de operones en el vector pKCN-BAD

Como se observa en la Figura 8 el vector pKCN-BAD permite la rapida
construccion de operones. Estos se obtuvieron mediante el clonado de un gen
en los sitios Ndel-EcoRl, posterior escision del fragmento Nhel-Avrll y ligacion
en el sitio Avrll de otro vector. Una digestion con Nhel y Avrll genera extremos
cohesivos compatibles, por lo tanto, una ligacidbn en orientacién correcta
permite obtener un operdon donde el sitio Avrll es restituido, de manera que

puede utilizarse en forma recursiva para la insercion de genes adicionales.

De esta manera se construyé una serie de vectores que incluyen a egasal y

otros genes accesorios en diferentes combinaciones. (Tabla 3)
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Figura 8: Representacion esquematica de la estrategia de clonado utilizada para construir los

operones en pBAD.
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Nombre Secuencia (5"--- 37) Referencias
Cp8fwBgllI AGGAGATCTCATTCTTTAGTTTA
Cp8revNdel AGGCATATGAACAGTACTCACCT [114]
LacfwBglll AGGAGATCTTAACCAGGCTTTAC
LacrevNdel AGGCATATGGGATCCTTCCACAC (5]
TacfwBglll AGGAGATCTGACTTCATATACCC 116
TacrevNdel AGGCATATGGGATCCATTATACG
BADfwBglll AGGAGATCTCTGACGCTTTTTAT Thermo Fisher
BADrevNdel AGGCATATGCAGTAGAGAGTTGC Scientific
T5fwBglll AGGAGATCTTAAAATTCAAAA
T5revNdel AGGCATATGGGATCGAATCT [117]
T710%fwBglll AGGAGATCTGAATTCGAAATTAATACGG
T710%revNdel AGGCATATGGTACCAAGCTTTCT
T725%fwBglll AGGAGATCTGAATTCGAAATTAATACGT (18]
T725%revNdel AGGCATATGGTACCAAGCTTTCT
GroESL up GCGCATATGAATATTCGTCCATTGC Este trabajo
GroESL do ATTAAGCTTACATCATGCCGCCCATGCC Este trabajo
oloF up AGGCATATGAGTCAAACATCAACCTTGA
AAGG

AGGCCTAGGTTACAGCGAAGCTTTTTGT
lpf do TCTGAAGG
orsA Up AGACATATGCCTGATATGAAGCTTTTTG [119]

CTGG
orsh do ATACCTAGGTTAGTGTTCGAACATGGCA
GAGATCG

Cm pKD3 Fw Sacl

AAAAGAGCTCCATGGGAATTAG

Este trabajo

Cm pKD3 Rv Sacl

CGAGCTCGATTACACGTCTTG

Este trabajo

Tabla 2: Oligonucledtidos utilizados

Plasmidos

Propiedades Relevantes Resistencia®

Referencias

pET24a-EGasalsc Pr7ac :: €gasal’ Kan" Este trabajo
pET24a-EGasalec Pr7iac : €gasal’ Kan" Este trabajo
pKCN-cp8-EGasal Pcpg:: €gasal’ Kan" Este trabajo
pKCN-lacUV5-EGasal P egasal® Kan" Este trabajo
pKCN-tac-EGasal Pic:: €gasal’ Kan® Este trabajo
pKCN-BAD-EGasal Peap:: egasal’ Kan" Este trabajo
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pKCN-T5-EGasal Prs:: egasal’ Kan" Este trabajo
PKCN-T7,50-EGasal Pr72s0 : €gasal’ Kan" Este trabajo
pKCN-T7100-EGasal Pr710% :: €gasal’ Kan" Este trabajo
pTfl6 Parag::tig° cm~ Takara®
pG-Tf2 Pp,.1::groEL/ES/tig® cm~ Takara
pGro7 Parag::QroEL/ES® cm~ Takara
pG-KJE8 Paag::dnak/J. Pp,.1::groEL/ES® cm~ Takara
pKJIE7 P.rag::dnak/J° cm~ Takara
pCSCx Pcsc::cscAKB Kan™ Amp [120]
pKCN331 Pcsc::cscAKB cm”® Este trabajo
pKCN196 Pgap::egasal/groESL” Km" Este trabajo
pKCN197 Pgan::glpF° Km" Este trabajo
pKCN198 Pgap::prsA” Km~ Este trabajo
pKCN199 Pgan::egasal/glpF’ Km" Este trabajo
pKCN200 Peap::egasal/prsA® Km" Este trabajo
pKCN201 Pgan::egasal/groESL/prsA® Km" Este trabajo
pKCN203 Peap::egasal/groESL/glpF° Km" Este trabajo
pKCN204 Peap::egasal/prsA/glpF’ Km"~ Este trabajo
pKCN207 Pean::egasal/groESL/glpF/prsA®  Km~ Este trabajo
pKCN246 Pgap::egasal/prsA/groESL" Km"~ Este trabajo
pKCN247 Pean::egasal/prsA/glpF/groESL®  Km~ Este trabajo

Tabla 3. Plasmidos

2Kan®, Resistencia a kanamicina; Cm~, resistencia a cloranfenicol, AmpR, resistencia a

ampicilina.

® Los plasmidos contienen el origen de replicacién de pBR322 y el en de la EGasal bajo control
de los promotores indicados.
°Los plasmidos contienen el origen de replicacion de pACYC184 y los genes que codifican
chaperonas bajo control de los promotores indicados.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Cada reaccién de amplificacion por PCR se llevo a cabo en un volumen final de

50uL, utilizando 25 pmoles de cada oligonucleotido cebador y 20 ng de ADN

molde. Se utilizé ADN polimerasa Tag o Pfu siguiendo las indicaciones del

proveedor (Gibco, USA).
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SECUENCIACION DE ADN

La secuenciacion de las construcciones obtenidas fue realizada mediante el

servicio de Macrogen (Korea).

PREPARACION PLASMIDICA

Los plasmidos fueron obtenidos a partir de cultivos de E. coli mediante el kit de

Axygen Biosciences Axy-PrepTM Plasmid Minipreps Kit.

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES

DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE)

La electroforesis de proteinas se realizd en geles de poliacrilamida
monodimensionales utilizando equipos Miniprotean Ill (Bio-Rad). En todos los
casos, la relacién acrilamida: bisacrilamida utilizada en la preparacion de los
geles fue de 30:0,8. Las corridas electroforéticas fueron realizadas con una
intensidad de corriente constante de 30 mA. Luego de la electroforesis, las
proteinas fueron fijadas sumergiendo los geles en una solucién de acido
acético 10% (v/v) durante 5 min y tefiidas utilizando una solucién de Azul de
Coomassie R250 1% (p/v) en etanol:acido acético:agua (50:10:40). Las
muestras proteicas fueron incubados en bafio de agua a temperatura de
ebullicién, (100°C) o a 37°C durante 10 min en wuna solucién de
desnaturalizacion conteniendo 2% (p/v) SDS, 10% (v/v) glicerol, 0,1% (v/v) B-
mercaptoetanol, 0,5 mg/mL de azul de bromofenol, y posteriormente

sembrados en los geles.
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ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

Las electroforesis de ADN en geles de agarosa se llevaron a cabo en sistemas
de tipo submarino. La concentracion de agarosa utilizada varié entre 0,7 y 2%
(p/v) segun el tamafio de los fragmentos analizados. Los geles fueron
preparados en solucion TAE (40 mM Tris-Ac pH=8, 1 mM EDTA) y luego de
finalizada la corrida fueron tefiidos con bromuro de etidio. Las corridas
electroforéticas se realizaron con la misma solucién, a un voltaje constante
entre 1 y 5 V por cm de gel. Para la visualizacion del ADN se utilizé un
transiluminador de luz UV Vilver Lourmat. Las muestras de ADN se sembraron
utilizando solucion de siembra (azul de bromofenol 0,25%, xilene cyanol FF
0,25%, glicerol 30%) en una proporcién 6:1. Los tamafios de los fragmentos se

estimaron utilizando como marcador 1Kb Ladder de New England Biolabs.

INTEGRACION CROMOSOMAL DEL OPERON CATABOLICO DE

SACAROSA EN LA CEPA INDUSTRIAL

El plasmido pCSCx [120] posee el operon cscAKB, que codifica la expresion de
las proteinas involucradas en el metabolismo de la sacarosa proveniente de
E.coli W. Estos genes estan flanqueados por dos regiones del gen lacZ, las
cuales posibilitaran la integracion al cromosoma de la cepa industrial, BL21 Al,

por recombinacién homologa (Figura 9).

Para llevar a cabo la integracibn cromosomal de este cassette con los genes
del metabolismo de la sacarosa, en primer lugar se amplificé por PCR el gen
Cloranfenicol Acetil Transferasa (CAT) flanqueado por sitios FRT (FLP

Recognition Target), del plasmido pKD13 [121], con los oligos Cm pKD3 Fw
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Sacl y Cm pKD3 Rv Sacl (Tabla 2). Estos oligonucledtidos permitieron
incorporar el sitio de restriccion Sacl. El cassette se clondé en pCSCx a través

del sitio Sacl entre el gen cscA y la regidén 5’ de lacZ (Figura 9).

FRT Cm" FRT
o a

o e ————— m—)

HA 1 cm® cscA cscK  cscB HA 2
(lacZ') (lacz)

Figura 9. Transferencia del cassette que permite utilizar sacarosa a E. coli BL21 Al. Los genes
¢cscAKB son provenientes de E .coli W y los mismos estan bajo su promotor nativo. El cassette
utilizado para la recombinacién homdloga se construyd clonando el gen de la resistencia a
cloranfenicol (Cm") flanqueado por los sitios FRT, reconocidos por la FLP recombinasa en el
pCSCx (creando el pKCN 331). El cassette fue integrado por recombinacién homdloga en
E.coli BL21 Al en el locus lacZ [120].

Del plasmido resultante, pKCN331, se amplificé la region lacZ -FRT-Cm-FRT-
cscAKB-lacZ” en la cual se encuentran los genes cscAKB y la resistencia a
cloranfenicol, utilizando los oligonuclétidos M13 Fw y M13 Rev, los cuales
hibridan en las diferentes regiones del gen lacZ. El producto de PCR fue
tratado con Dpnl para degradar el molde de la reaccién, y el producto de PCR

fue purificado y concentrado por precipitacion unas 20 veces.

La insercion se llevo a cabo segun el método descripto por Datsenko [121], en

la regiébn cromosomal del gen lacZ.

Para ello, células de E. coli BL21 Al con el plasmido helper pKD46 fueron
crecidas en 50 ml de medio LB con Ampicilina a 30°C hasta una DOgoo de 0,4 y

se indujeron con 10 mM de L-Arabinosa durante 1 hora, y luego se usaron para
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preparar células electrocompetentes. La electroporacion fue llevada a cabo con
50 pL de células con 10-100 ng del producto de PCR purificado usando el
equipo GenePulser (BioRad) y una cubeta de 1 mm a 1800 V, 25 uF y 200 Q.
Inmediatamente después se agregé 1 ml de medio LB con 0,5 % de glucosa y

se incub6 2 horas a 37 °C.

La recombinacion homologa ocurrié en el gen lacZ, resultando en la formacion
de colonias resistentes a cloranfenicol (25 pg/uL) y de color blanco cuando se
las crece en presencia de IPTG (120 pg/pL) y X-gal (80 pg/uL). Estas colonias
blancas fueron repicadas en placas con los antibibticos Kanamicina y
Ampicilina para descartar contaminacién con el plasmido molde y en placas LB
con cloranfenicol a 37°C para curar el plasmido pKD46, el cual posee un origen

de replicacion termosensible. La cepa resultante fue llamada NK5.

Tres clones transformados independientemente fueron seleccionados para los
ensayos de expresion. Previamente, la utilizacion de sacarosa fue verificada

creciendo las cepas en medio HM suplementado con 2 % de sacarosa.

CONDICIONES DE CRECIMIENTO PARA LOS ESTUDIOS DE EXPRESION

EN MICROPLACAS

Las cepas se crecieron desde los stock a -80°C en placas de LB agar, durante
toda la noche a 37°C. Las colonias aisladas se usaron para inocular 5 ml de
medio HM suplementado con la fuente de carbono apropiada en tubos de vidrio

de 50 ml y se incubaron toda la noche a 37 °C a 200 rpm.

Se prepararon las microplacas (Thermo Fisher Scientific) agregando a cada

pocillo 190 yL de medio minimo HM suplementado con 1 % de la fuente de
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carbono apropiada en cada caso y los antibiéticos necesarios, y se inocularon
con 10 pL del cultivo centrifugado y lavado dos veces con el medio HM. Las
microplacas se incubaron durante 12 horas a 37 °C con agitacion continua en
el lector de microplacas Synergy HT, y se registraron los valores de DOgyo cada

30 minutos.

CONDICIONES DE CRECIMIENTO PARA LOS ESTUDIOS DE EXPRESION

EN TUBOS

Las cepas recombinantes de E. coli se crecieron a 37 °C durante toda la noche
en 2 ml de LB suplementado con el antibiético apropiado. Para los
experimentos de expresion, 5 ml de medio HM, se inoculé con el cultivo
centrifugado y lavado dos veces con el medio HM a una DOgq inicial = 0,1. El
cultivo se incubd a 200 rpm, 37 °C, y la expresion de proteinas se indujo a
ODeoo = 1 con 0,12 g/L isopropili B-D-glucopiranésido (IPTG), o 0,5 g/L (o la
concentracion indicada) de L-arabinosa para el promotor araBAD. El
crecimiento se continué durante 6 horas adicionales a 20, 25, 30, 37, 42 0 46

°C.

DETERMINACION DEL CRECIMIENTO MICROBIANO

El crecimiento microbiano fue determinado midiendo densidad 6ptica de una
dilucion de cada cultivo a 600 nm en un espectrofotometro Novaspeclll de
General Electric, de modo de obtener siempre un valor entre 0.2 y 0.7 UA. Para
determinar la DOgoo Se multiplicé el valor obtenido (restando el blanco) por el

factor de dilucion. Para determinar el peso seco se centrifugé 1 mL de cultivo
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durante 1 min a 13000 rpm, se lavaron las células sedimentadas con agua
destilada y luego se secaron durante 12 h a 105°C antes de pesarse. Se

determind que 1 unidad de DOgq era equivalente a 0,36 g PS/L.

DISRUPCION CELULAR Y ANALISIS DE PROTEINAS

Las células y los sobrenadantes de los cultivos en batch se separaron mediante
centrifugacion. Las células se resuspendieron en buffer citrato 20 mM (pH 6,0),
y NaCl 20 mM, en un volumen tal que la ODgoo final = 4. Estas células se
lisaron en bafio de hielo-agua en un sonicador de ultrasonido GEX 600. Los
extractos celulares obtenidos se separaron por SDS-PAGE como se describi6

anteriormente.

ENSAYOS DE ACTIVIDAD

Se midié la actividad B-glucosidasa de cada una de las construcciones
utilizando el sustrato p- nitrofenil-B-D-glucopirandsido (pNPG) [15]. La mezcla
de reaccién se compone de 465 ul de buffer citrato 25 mM, Triton X-100 0,1% y
NaCl 20 mM (pH 6,5), 25 pl de pNPG 20 mM, y 10 pl de la dilucién apropiada
de la muestra que contiene la enzima en el mismo buffer. Después de la
incubacion a 80 °C durante 5 min exactos, la reaccion se detuvo por la adicion
de 1 ml de carbonato de sodio 200 mM frio. La actividad se estimo
espectrofotométricamente mediante la lectura de la absorbancia del p-nitrofenol
liberado a 405 nm (¢ = 18700/mol). Una unidad (U) se define como la cantidad
de enzima requerida para la hidrélisis de 1 pumol pNPG/min, bajo las

condiciones del ensayo.
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FERMENTACION DE ALTA DENSIDAD CELULAR

El in6culo con la cepa indicada en cada caso, se prepar6 en un Erlenmeyer de
1 L conteniendo 0,1 L de LB y se incub6 a 37 °C y una agitacion de 200 rpm.
La fermentacion se llevo a cabo en un fermentador de 2 L (New Brunswick Bio
Flo 115 EE.UU.) con 1 L del medio indicado en cada caso. La temperatura,
agitacion y pH se mantuvieron a 37 °C, 1.200 rpm y 7 (mediante la adicién de
25% (p/v) de NH4OH), respectivamente. La concentracion de oxigeno disuelto
en el medio de cultivo se mantuvo a niveles mayores o iguales a 30% del valor
de saturacion con aire, enriqueciendo la corriente de aire con oxigeno puro de
ser necesario. La solucion de alimentacion contenia 800 g/L de glicerol y 20 g/L
de MgS0,.7H,0, 600 g/L de glucosa y 20 g/L de MgSO,4.7H,0, o de 500 g/L de
sacarosa y 20 g/L de MgS0,.7H,0. La velocidad de crecimiento especifico se

mantuvo a 0,25 1/h (o en los valores indicados en cada caso).

La expresion de los genes egasal, groES y groEL se indujo a ODgy = 100
mediante la adicion de L-arabinosa a una concentracion final de 0,5 g/L.
Después de la induccion, la velocidad de alimentacion se mantuvo en 10 g/L/h

excepto en los ensayos de optimizacion de la post-induccion.

HOMOGENEIZACION DE ALTA PRESION PARA CULTIVOS DE ALTA

DENSIDAD

Una vez finalizada la fermentacion, las células se rompieron dos veces en hielo
a una presion de 1000 bar con un homogeneizador de alta presion (GEA Niro

Soavi, Panda Plus 2000).
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PURIFICACION

El lisado celular se calenté a 80°C durante 10-20 min y luego se centrifugé a
10000 rpm durante 30 minutos en una centrifuga de mesa (Eppendorf 5804R).
La concentracion de EGasal obtenida se estimd tanto por la actividad B-
glucosidasa como por cuantificacion densitométrica en SDS-PAGE usando un
escéaner y una curva estandar (1, 0,75, 0,5 y 0,25 pg/pocillo) de proteina Hise-
EGasal purificada por cromatografia de afinidad (pureza> 90% por SDS
PAGE) incluida en cada gel. El software ImageJ fue utilizado para realizar la

cuantificacion de las imagenes escaneadas.

HIDROLISIS ENZIMATICA DE EG EN BIODIESEL

Se agregaron 1,95 ml de solucion buffer con diferentes pHs y concentraciones
a 13 g de biodiesel crudo comercial con una concentracion de EG conocida, o
biodiesel destilado con 100 ppm de EG, conteniendo NaCl y enzima EGasal.
La mezcla se agité a 400 rpm en un agitador magnético VP 710 (V&P Scientific,
San Diego, USA) a diferentes temperaturas para optimizar las condiciones de
reaccion. A diferentes tiempos de incubacién, se tomaron alicuotas de 500 uL
para la cuantificacion de glucosa como indicador de la hidrolisis de EG. Las
mejores condiciones de reaccion determinadas se utilizaron para eliminar EG
de biodiesel en ensayos en escala piloto (15 L) e industrial (20 toneladas),

como se detalla en la seccién Resultados.
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ANALISIS DE LA HIDROLISIS DE EG

La hidrdlisis de EG fue determinada por la formacién de glucosa, uno de los
productos de reaccion, como se describié previamente [14]. Debido a que la
cantidad de glucosa liberada de los EG se particiona cuantitativamente en la
fase acuosa de las en emulsiones de agua/biodiesel, este método puede
usarse tanto en reacciones acuosas como en agua/biodiesel. La glucosa se
convirti6 a 6-fosfatogluconato en una reaccidn enzimatica acoplada
(hexoquinasa, Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa) como se muestra en la
Figura 10, con formacion de NADPH, el cual se determiné fluorométricamente a
340 nm en un lector de microplacas Synergy 2 (BioTek). La curva de

calibracion fue obtenida con cantidades conocidas de glucosa.

c|>H OPO4? (I)P032
CHZ CH2 CHZ

o O . O_OH o, OH o)
OH Enzima OH HK - G6PDH o N—p

OH 7 N OH e § OH OH
OH OH
H20 . g ATP  ADP OH NADP OH
oL

Figura 10: Esquema de la reaccion enzimatica acoplada para la cuantificaciéon del grado de
hidrolisis de EG por EGasal.

La hidrolisis de EG también fue analizada por SPE-GC-FID basada en la
determinacién anteriormente descripta [14]. Las muestras de biodiesel fueron
suplementadas con 50 ppm de colesteril glucésido (Sigma 28609) como patrén

interno.
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PRUEBAS DE CALIDAD DE BIODIESEL

Se realizaron las pruebas de Contaminacion Total (TC), prueba de filtracion en
frio (del inglés Cold Soak Filtration Test, CSFT), tendencia al bloqueo de filtros
(Filter Blocking Tendency, FBT), y la tendencia de bloqueo de filtros en frio
(Cold Soak Filter Blocking Tendency, CSFBT) de acuerdo con los
procedimientos descriptos en la norma EN 12662, ASTM D7501, ASTM D2068
y CAN/CGSB-3.524-2011, respectivamente, en un laboratorio acreditado
basado en la norma ISO 17025. Todos los experimentos fueron llevados a cabo

por triplicado.
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Resultados y Discusion:

CAPITULO 1
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INTRODUCCION

Las enzimas de microorganismos termofilicos juegan un rol cada vez mas
importante en biologia molecular y en aplicaciones industriales [122]. Con el
desarrollo de las tecnologias de secuenciacion del DNA en los ultimos afios, se
evidencia un incremento en los genomas secuenciados de bacterias
extremofilas termofilas [123] y como consecuencia también se ve aumentada la
produccion de proteinas recombinantes de organismos termofilicos en

hospedadores mesdfilos,

Se debe tener en cuenta que ambas especies presentan diferentes usos de
codones, por lo que resulta fundamental recurrir a la biologia sintética a fin de
redisefiar los genes, para que puedan ser expresados exitosamente en los

microorganismos mesofilos.

E. coli es unos de los organismos procariotas mas extensamente usados para
realizar manipulaciones genéticas y subsecuentes producciones a gran escala
de diversos productos. Sin embargo, la sobreexpresidon de proteinas
recombinantes en el citoplasma de E.coli puede resultar en la formacién de
agregados insolubles, los cuales representan la principal limitante en la
produccion de proteinas recombinantes en este microorganismo [28, 33, 124].
La obtencion de productos biolégicamente activos a partir de agregados
insolubles se lleva a cabo utilizando agentes caotrdpicos, seguido de dilucion o
didlisis en buffers de replegado apropiados. Sin embargo, la compleja
optimizacién de los procesos de replegado, en general, no provee grandes
rendimientos [125]. De esta manera, maximizar la expresion de las proteinas
recombinantes en una forma soluble y activa in vivo es una condicion que

genera un gran impacto en la econimia de estos procesos.Desde una
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perspectiva industrial, los bajos rendimientos y altos costos de recuperacion de
un producto obtenido desde una fuente microbiana no son aceptables, y se
deben explorar las condiciones en las cuales el balance entre la produccion y la
fisiologia del hospedador maximicen el rendimiento del producto. En la
literatura se describen diversos enfoques para evitar la formacion de agregados
insolubles. Algunos de estos métodos incluyen la modificacion de las
condiciones de cultivo, el cambio del hospedador y el uso de proteinas de
fusibn [126]. Por otra parte, el uso de chaperonas moleculares ha sido
extensamente utilizado para catalizar el plegamiento de proteinas Los efectos
de la co-expresion de chaperonas moleculares in vivo sobre la solubilidad de
proteinas blanco han sido ampliamente reportados [127-132]. Sin embargo, el
éxito de la co-expresién de las chaperonas depende de las afinidades relativas
de los sistemas de chaperonas con las proteinas parcialmente plegadas, y de
la cinética de agregacion de esas especies. Por lo tanto, es necesario ajustar la
expresion tanto de la proteina de interés como del sistema de chaperonas para

aumentar la cantidad proteina soluble.

En la primera etapa de este trabajo se describe la utilizacién de diferentes
estrategias con el objetivo de mejorar la produccion de EGasal en E. coli,
basadas en modificaciones en el rediseiio del gen codificante, la mejora del
sistema de expresion, la co-expresion de chaperones moleculares y la

optimizacién de condiciones de proceso/crecimiento.
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RESULTADOS
Optimizacion de la expresion de EGasal.

Previo a este trabajo de tesis, en el laboratorio se llevaron a cabo ensayos
preliminares para producir EGasal de Thermococcus litoralis mediante
expresion heterdloga en E. coli. En esos ensayos se utilizé un vector derivado
del pET24a, bajo el promotor T7, en la cepa E. coli BL21 (DE3) como huésped.
Ese sistema permiti6 alcanzar, después de 6 horas de induccion a 30°C, una
actividad B-glucosidasa final de 1,3 U/mL. Esto representa tan solo 27 mg/L de
EGasal, un rendimiento muy inferior al necesario para permitir implementar el
uso de esta enzima a escala industrial, segun los célculos de costos realizados
por nuestro grupo con la ayuda de consultores especializados en procesos
para la industria del biodiesel. Los intentos de producir EGasal en huéspedes
alternativos con sistemas de secrecion para la expresién de proteinas, tales
como Pichia pastoris y Corynebacterium glutamicum, no tuvieron éxito. Por lo
tanto, se centraron los esfuerzos en la mejora de la productividad en E. coli

para aumentar los rendimientos de EGasal a través de diferentes estrategias.

1. Rediseiio del gen que codifica para la EGasal: optimizacion del uso

de codones.

Con el fin de maximizar la expresion del gen egasal en E. coli, su secuencia
fue optimizada para dicho microorganismo, utilizando el programa Optimizer
[133]. Este programa acepta secuencias de aminoacidos y entrega secuencias
de ADN autométicamente disefiadas en base a tablas de uso de codones

provistas por el usuario. Intuitivamente, la forma mas simple de disefiar un gen
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para obtener altos niveles de expresion seria asignar el codon mas abundante
a cada uno de los aminoacidos de la secuencia. Sin embargo, a partir de
estudios previos realizados en nuestro laboratorio, se ha demostrado que esta
estrategia de disefio “un coddén-un aminoacido” no es necesariamente la mejor
[81]. En primer lugar un gen de estas caracteristicas con un elevado nivel de
transcripcion puede generar un desequilibrio en el “pool” de tARNs intracelular,
afectando el crecimiento y la viabilidad del microorganismo productor en
detrimento de la produccion final de la proteina deseada. En segundo lugar, sin
flexibilidad en el uso de codones no es posible evitar que en el disefio se
generen ciertas secuencias indeseadas, tales como estructuras secundarias de
MARN que afecten la traduccion, o secuencias de Shine-Dalgarno internas.
Finalmente, con un uso de codones rigido no es posible agregar o eliminar
sitios de restriccion que faciliten la manipulacion de la secuencia de ADN.
Debido a esto, para optimizar el uso de codones se utilizé una tabla, en la cual
a cada cododn se le asigna una frecuencia idéntica a aquella con la que aparece
en el genoma de cada microorganismo, proceso designado “randomizacion de
codones”, el cual ha dado excelentes resultados en numerosos experimentos
previos llevados a cabo por nuestro grupo de trabajo [78, 134, 135]. La sintesis

de ADN fue encargada a una compafiia especializada (Genescript).

Es importante mencionar que independientemente de todos los recaudos
tomados en su disefio, existen factores desconocidos que pueden afectar la

expresion de un gen no natural [136].

Se disefaron, sintetizaron y evaluaron dos versiones del gen egasal, uno de

ellos con el uso de codones optimizado para E. coli, y el otro con uso de

73



Resultados y Discusidn. Capitulo 1

codones consenso optimizado tanto para la expresion en Sacharomyces

cereviciae como para la expresion en E. coli.

Como se observa en la Figura 11 la mayor actividad de EGasal se obtuvo de
la expresion del gen con uso de codones fue optimizado tanto para E.coli como

para S. cereviciae (pET24a-EGasalsc).

2,5 -
2,0 -
1,5 -

1,0 -

Actividad (U/ml)

0,5 -

0,0 - T
pET24a-EGasalsc pET24a-EGasalec

Plasmidos con las diferetes versiones de egasal

Figura 11: Perfiles de expresion de EGasal determinados por la actividad B-glucosidasa en
E.coli BL21 (DE3) bajo diferentes versiones del gen egasal, una con el uso de codones
optimizado para su expresion en E. coli (egasalec) y otra versién con uso de codones mixto
optimizado tanto para E. coli como para S. cereviciae (egasalsc)

Los resultados son valores promedios y desviaciones estandar de al menos tres experimentos
independientes.

74



Resultados y Discusidn. Capitulo 1

2. Seleccion del promotor 6ptimo para la expresion de la proteina

EGasal

En general, el desarrollo de protocolos eficientes para la expresion de genes
recombinantes es y dependiente del gen en estudio [137]. Para la seleccion del
promotor optimo se dispone de muchas alternativas con diferentes sistemas de
induccion (es decir, promotor constitutivo, regulado positiva y negativamente),

los cuales ademas presentan fuerzas variables.

Para seleccionar el promotor mas eficaz para la expresion de EGasal, se
construyeron diferentes vectores, en los cuales la transcripcion se controla
mediante distintos tipos de promotores , algunos inducibles: Lac, Tac, araBAD,
T5, T7 (y sus versiones atenuadas T72s0 Y T710%), Y UNO constitutivo, el CP8
(Tabla 3). Para reducir los efectos potenciales sobre la expresion, no
relacionados con las caracteristicas de los promotores en si mismos, todos los
vectores utilizados fueron diseflados de tal manera que los formatos de los
vectores sean idénticos y los genes a expresar fueron en todos los casos

integrados en el mismo lugar.

La cepa de E. coli BL21Al se utilizé como huésped para el plasmido pKCN-
BAD-EGasal. Esta cepa tiene una insercién cromosémica del gen que codifica
la ARN polimerasa del bacteriéfago T7 (T7TRNAP) en el locus araB del operén
araBAD, quedando la T7 RNAP bajo el control del promotor araBAD inducible
por arabinosa. Si bien el plasmido pKCN-BAD-EGasal no requiere la T7TRNAP
para la expresion del gen EGasal, esta cepa es incapaz de catabolizar L-
arabinosa, ya que tiene inactivado el gen araB, transformandolo de esta
manera en un inductor no metabolizable Para el resto de los plasmidos
construidos se utilizé E.coli BL21 (DE3), la cual contiene el liségeno ADE3 que
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lleva la T7 RNA polimerasa bajo control del promotor lacUV5 (inducido por

IPTG) [115].

Se transformé con cada uno de los plasmidos en el hospedador
correspondiente, y con las cepas resultantes se hicieron ensayos de expresion
en cultivos (5ml). Se incubaron a 30°C, y la expresion de la enzima se indujo

mediante la adicion del inductor correspondiente.

En todos los casos, la DOgoo final alcanzada después de 6 h de incubacion fue

similar (Tabla 4).

cp8 Lac Tac Bad T5 T7 T7 25% T7 10%

DOs0o 2,85+0,21  2,48+0,10  2,58+0,25 3,15%0,20 2,95+#0,21  3,20+0,40  2,95+0,45 2,62+0,20

Tabla 4. Densidades opticas finales del ensayo de expresion con distintos promotores. Los
resultados son valores promedios y desviaciones estandar de tres experimentos
independientes.

La produccion de EGasal se midid mediante el analisis de su actividad -
glucosidasa en los extractos obtenidos a partir de cultivos normalizados a una
DOsoo final=4, y los resultados obtenidos muestran que la actividad mas alta se
alcanzé usando el promotor araBAD (Figura 12). La actividad obtenida con esta
cepa representa un aumento del 40% comparado con la expresion inicial a
partir del promotor T7. Ademas del mayor rendimiento, el uso de promotor
araBAD tiene una gran ventaja sobre los promotores inducibles para producir
EGasal a escala industrial, porque el costo de la L-arabinosa es
aproximadamente 10 veces menor que el del IPTG. La actividad obtenida a
partir de la cepa con promotor constitutivo fue la mas baja de todas las

evaluadas.
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Figura 12: Perfiles de expresion de EGasal determinados por la actividad B-glucosidasa en
cultivos de E.coli BL21 (DE3) o BL21 Al bajo diferentes promotores. Los resultados son valores
promedios y desviaciones estandar de al menos tres experimentos independientes.

3. Co-expresion de EGasal con chaperones moleculares

El analisis de las fracciones de proteinas solubles e insolubles obtenidos a
partir de E. coli BL21Al transformada con el plasmido pKCN-BAD-EGasal
revela que, a pesar de que esta cepa presenta mayor expresion, la mayor parte
de la proteina EGasal sintetizada se encuentra en agregados insolubles

(Figura 13A).

La co-expresion de proteinas recombinantes con chaperonas moleculares se
ha utilizado anteriormente para reducir eficazmente la formacién de agregados
insolubles [138, 139]. Sin embargo, la complejidad de la prediccion del sistema
de chaperonas Optimo para una proteina particular requiere experimentos de
prueba y error [140]. Por esta razon, se evalud el efecto de la co-expresion de
EGasal con diferentes combinaciones de chaperonas expresadas a partir de
cinco plasmidos diferentes, pG-KJE8, pGro7, pKJE7, PG-Tf2 o pTF16. Las
chaperonas codificadas en cada plasmido se detallan en la Tabla 3 de la
seccion Materiales y Métodos. Todos estos plasmidos contienen origenes de
replicacion y marcadores de seleccion compatibles con el vector de expresion
pKCN-BAD-EGasal.
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Se co-transformé E. coli BL21Al con el vector pKCN-BAD-EGasal y cada uno
de los pladsmidos codificantes para chaperonas, y se evalud la expresion de
EGasal en cultivos de las cepas resultantes. El analisis de la actividad (-
glucosidasa revel6 que la produccion de EGasal aumentd mas de 3 veces
cuando la expresion de la misma se llevd a cabo en presencia de las
chaperonas GroES/EL proporcionada por el plasmido pGro7 (Figura 13B). El
incremento en la actividad puede ser explicado por el aumento en la solubilidad
de EGasal debido a la sobreexpresion de GroES/EL, como se muestra en el

andlisis por SDS-PAGE (Figura 13A).

A - pTf16 pG-Tf2 pGro7 pKJES pKJE7
i .S | 8 | S8 | S5 | S | S8 M KDa

Dnal

GroEL
Tig

SGase s = S5

10,0 ~
9,0 -
8,0 -
7,0 -
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3,0
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ol I N N B B

(-) pTfl6 pG-Tf2 pGro7 pG-KJE8 pKIE7

Actividad (U/ml)

Figura 13: Expresion de EGasal en E.coli BL21Al asistida por diferentes chaperonas. (A)
Analisis por SDS-PAGE de las fracciones proteicas de las cepas conteniendo los plasmidos
pKCN-BAD-EGasal y cada uno de los cinco plasmidos que codifican para las diferentes
combinaciones de chaperonas. M: Marcador de Peso Molecular. S: Fraccién soluble. I
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Fraccion Insoluble. (B) Perfiles de expresion de EGasal determinado por actividad -
glucosidasa. Los resultados son valores promedios y desviaciones estandar de al menos tres
experimentos independientes.

Este analisis también revela que la co-expresion de algunas chaperonas, tales
como los presentes en pG-TF2, pKJE7 y pG-KJES8, puede influir negativamente
en el rendimiento total de la proteina blanco producida. Previamente se han
observado estos efectos secundarios de la co-expresion de chaperonas y se

relacionan con la inhibicion del crecimiento celular (Tabla 5) y la protedlisis de

la proteina recombinante [126, 128].

Muestras pTfl6 pKJE7 pG-KJE8 pG-Tf2 pGro7 ()

DOgoo 3,03+0,11  1,75+0,16 2,76+0,17 2,98+0,01  2,28+0,60  3,15+0,13

Tabla 5. Densidades Opticas finales del ensayo de co-expresion de pKCN-BAD-EGasal con
diferentes sistemas de chaperonas.

El uso de un solo inductor para conducir la expresion de proteinas de pGro7 y
pKCN-BAD-EGasal es muy ventajoso en términos de costos y operaciones.
Sin embargo, debido al marcado efecto de GroES/EL sobre la produccion
EGasal, se planted si pGro7 podria ejercer un efecto ain mayor sobre la
expresion EGasal cuando ésta se expresa desde otros promotores. Para
probar esto, las cepas utilizadas en la seccién anterior (Figura 11) se
transformaron con pGro7, y se ensay0 la produccion EGasal como se ha
descrito anteriormente. Los resultados obtenidos fueron similares a los
presentados en la Figura 12 (Figura 14 y Tabla 6), lo que confirma araBAD

como el promotor preferido para la expresiéon EGasal.
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Figura 14: Niveles de actividad p-glucosidasa en E.coli BL21Al bajo diferentes promotores co-
expresados con pGro7. Los resultados son valores promedios y desviaciones estandar de al
menos tres experimentos independientes.

cp8 Lac Tac Bad T5 T7 T7 250 T7 10%

DOgyo 2,91#0,40 3,08+0,21  2,65+0,33  3,22+0,52  2,84+0,10 2,42+0,10 2,80+0,15  2,82+0,20

Tabla 6. Densidades opticas finales del ensayo de co-expresion de pGro7 con EGasal
expresada desde diferentes promotores.

4. Optimizacion de las condiciones del proceso.

La reducciéon de las temperaturas de crecimiento es una estrategia conocida
para disminuir los niveles de agregacion in vivo de proteinas recombinantes. La
velocidad de sintesis de proteinas y las interacciones hidrofébicas, dependen
fuertemente de la temperatura y a su vez determinan el grado de agregacion
[125, 141]. Los experimentos descriptos anteriormente se llevaron a cabo a una
temperatura de induccion fijada en 30°C, a fin de proporcionar una velocidad de

crecimiento compatible con un proceso industrial.

Para determinar el efecto de la temperatura de incubacion sobre la expresion
de EGasal, E. coli BL21 Al con los plasmidos pKCN-BAD-EGasal y pGro7 fue

inducida en cultivos en lote que se incubaron a 37, 30, 25y 20°C.

Los resultados obtenidos mostraron que las temperaturas mas bajas no

aumentan la produccion de EGasal, mientras que los niveles mas altos de
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actividad B-glucosidasa se observaron a una temperatura de induccién de 37
°C (Figura 15). Un comportamiento similar fue reportado previamente [142]
utilizando cuatro enzimas termdfilas expresadas en E. coli, siendo posible su

expresion en la fraccion soluble sélo a 46°C.

Cuando la expresion EGasal se ensay6 a 42 y 46°C después de la induccidn,
la actividad B-glucosidasa no aumenté en comparacion con la obtenida a 37°C
(Figura 15) y, como era de esperar, la velocidad especifica de crecimiento fue

menor (Tabla 7), por lo tanto, se redujo la productividad volumétrica.

10,0 -

: I I l
20 25 30 37 42 46
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Figura 15. Perfiles de expresién de EGasal determinados por la actividad B-glucosidasa en
E.coli BL21Al a diferentes temperaturas de induccién. Los resultados son valores promedios y
desviaciones estandar de al menos tres experimentos independientes.

Temperatura (°C) 20 25 30 37 42 46

u (1/h) 0,29+0,02  0,38+0,03 0,46+0,05 0,56+0,01 0,16+0,10 0,08+0,01

Tabla 7. Velocidades de crecimiento para los ensayos de expresion de EGasal a diferentes
temperaturas.

Debido a que tanto los genes egasal y groES-groEL estan regulados por el
promotor araBAD, es necesario analizar la etapa 6ptima de cultivo en la que se
debe agregar el inductor y la concentracion 6ptima del mismo para alcanzar los

rendimientos maximos de proteinas, con los menores costos de produccion.
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Para determinar en qué momento del cultivo se debe agregar el inductor, se
afiadieron 0,5 g/L de L-arabinosa a cultivos en lote de E. coli BL21Al con los
plasmidos pKCN-BAD-EGasal y pGro7 a DOggo 0,15 (0 hs de cultivo), 0,80 (2
hs de cultivo), 2,00 (4 hs de cultivo) y 4,00 (8 hs de cultivo), lo que representa
la etapa inicial del cultivo, pre, media, y post crecimiento exponencial de E. coli,

respectivamente.

Los niveles de actividad B-glucosidasa observados en las diferentes DOgoo de
induccion indican que la mejor productividad EGasal del sistema se alcanza
cuando se induce la expresién en la mitad de la etapa de crecimiento

exponencial (DOgpo= 2, 4 hs de cultivo) (Figura 16A).

En cuanto a la determinacién de la concentracion 6ptima de inductor requerida
para la produccion de EGasal, se realizaron cultivos en lote de la cepa
productora inducidos en la mitad de la etapa de la fase de crecimiento
logaritmico a 37°C con 0,25, 0,5, 0,75, 1,0 y 1,5 g/L de L-arabinosa. Los
resultados obtenidos indican que el sistema de expresibn aumenta su
productividad con la concentracién de L-arabinosa, hasta alcanzar una meseta

a 0,5 g/L (Figura 16B).
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Figura 16: Perfiles de expresion de EGasal determinados por la actividad B-glucosidasa en
E.coli BL21Al inducida en diferentes momentos (A), y a diferentes concentraciones de

arabinosa (B). Los resultados son valores promedios y desviaciones estandar de al menos tres
experimentos independientes.
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DISCUSION

La enzima recombinante EGasal de Thermococcus litoralis fue expresada
previamente en forma funcional en E. coli por nuestro grupo [17]. Esta enzima
es capaz de hidrolizar eficientemente los esteril glucésidos presentes en el
biodiesel lo cual le confiere un enorme potencial para la mejora de la calidad de
este combustible a nivel industrial. Sin embargo, los niveles de expresion
fueron bajos, detectandose agregacion de la proteina recombinante al sobre-

expresarla en E. coli desde un promotor T7.

En este trabajo de Tesis se probaron inicialmente dos versiones del gen
sintético egasal, una con el uso de codones optimizado para su expresion en
E. coli (egasalec) y otra versidn con uso de codones mixto optimizado tanto
para E. coli como para S. cereviciae (egasalsc). La mayor actividad EGasal se
obtuvo a partir de la expresién del gen con uso de codones optimizado tanto
para E. coli como para S. cereviciae (pET24a-EGasalsc). Probablemente el
transcripto generado posea ciertas secuencias indeseadas tales como
estructuras secundarias del mMRNA o secuencias Shine-Dalgarno internas que
afecten la traduccién. De cualquier manera las actividades enziméaticas
resultantes de la expresion de ambos genes son similares considerando las

desviaciones estandar de las medidas efectuadas.

Como paso siguiente se ensay0 una bateria de promotores disponibles en el
laboratorio. Entre ellos, se seleccion6 al promotor pBAD, ya que proporciono
los mejores resultados, y ademas posee caracteristicas importantes para la
produccion industrial de enzimas recombinantes, tales como el bajo costo de

induccion. Se pueden inducir cultivos de alta densidad por agregado de bajas
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concentraciones de L-arabinosa de calidad industrial, cuyo costo tendra

bajisima incidencia en el costo final del medio de cultivo.

La siguiente estrategia ensayada, en busca de evitar la formacion de
precipitados insolubles, fue la co- expresion de chaperonas [50]. Algunas
proteinas de E. coli expresadas en respuesta a estrés por calor han
demostrado ser necesarias para el correcto plegamiento de muchas proteinas
recombinantes. Las chaperonas méas abundantes y fisiologicamente mas
importantes en E. coli son: DnaK, DnaJ, GrpE, GroEL, GroES y el sistema TF

[139].

Se piensa que el conjunto de chaperonas DnaK-DnaJ-GrpE mantiene las
proteinas nacientes o preexistentes en estados desplegados, mientras que el
conjunto GroEL-GroES puede interaccionar con polipéptidos parcialmente
plegados y asistir en el plegado adicional[127]. Con respecto al Factor
desencadenante (TF) se encontré6 que la co- expresion del mismo con
proteinas recombinantes de E. coli previene la agregaciéon. TF se une al
ribosoma y a las cadenas de polipéptidos nacientes actuando como un
catalizador del plegado. Sin embargo el efecto de TF puede ser distinto

dependiendo de la proteina usada [143].

La co- expresion de estos sistemas de chaperonas, solos o combinados,
permiti6 determinar que Unicamente la sobreexpresion de las chaperonas
moleculares GroES/EL a partir del plasmido pGro7 incrementé mas de 3 veces
la actividad de la enzima respecto al control. Estas condiciones mostraron un
aumento de la EGasal en la fraccion soluble de los extractos crudos,
analizados mediante SDS-PAGE, sugiriendo un mejor plegamiento de la
proteina.
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La disminucién de la temperatura de crecimiento es un estrategia conocida
para reducir la agregacion in vivo de proteinas recombinantes [144]. En el
sistema en estudio, la disminucion de la temperatura no aumento la actividad
recuperada de EGasal, y los mayores niveles de actividad B-glucosidasa se
observaron para una temperatura de induccion de 37°C. Dado que, fue
reportado previamente el incremento en el plegamiento de proteinas
recombinantes provenientes de organismos termofilos en E.coli a 46°C [142],
se analizé la expresion de la EGasal a temperaturas de induccion de 42 o
46°C. Los resultados obtenidos no mostraron aumento en la actividad B-
glucosidasa con respecto a la alcanzada a 37°C, y ademas disminuyeron las

velocidades de crecimiento.

Finalmente, debido a que tanto los genes de GroES-GroEL como el de la
EGasal estan localizados bajo el promotor del araBAD, se propuso determinar
el momento Optimo de de induccion. La adicion de L-arabinosa es el punto
crucial para lograr una expresion eficiente de ambos genes, lograr su correcto

plegamiento, y determinar la concentracion minima de inductor necesaria.

Como resultado de esta etapa del trabajo de tesis se obtuvo una cepa capaz de
expresar eficientemente 9 U/ml de EGasal en lote, unas 7 veces mas que la
actividad inicial. Las condiciones optimas de produccion determinadas en estos
experimentos fueron: co-expresion del gen sintético egasal optimizado para E.
coli y S. cereviciae expresado a partir del promotor araBAD, y del sistema de
chaperonas GroES/GroEL a partir del plasmido pGro7 inducidos en la fase

exponencial del cultivo con 0,5 g/L de L-arabinosa, e incubados a 37°C.
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INTRODUCCION
Cultivos de alta densidad de células

Para que la produccion de enzimas industriales resulte econémicamente viable,
es esencial poder obtener cultivos de altas densidades celulares, a fin de
obtener una elevada produccion volumétrica (U de EGasal/ml/h). En E. coli, la
mayor limitante para obtener cultivos en lote de altas densidades celulares es
la alta concentracion de sustrato inicial. Un medio definido que contiene la
maxima concentracion de nutrientes que no generan inhibicion permite crecer

E. coli s6lo hasta una densidad de unos 15 g/L [27, 52]

En consecuencia, para obtener un cultivo de E. coli con altas densidades
celulares es necesario tener un medio de cultivo diseflado para evitar la
toxicidad por altas concentraciones de sustrato y una estrategia de
alimentacion que maximice la velocidad crecimiento. La alimentacion puede ser
constante o intermitente, pero debe satisfacer la demanda de fuentes de
energia, carbono y nitrégeno para un crecimiento exponencial o lineal de E.

coli.

El medio de fermentacion conforma el medioambiente quimico para el cultivo.
Comprende una mezcla de sustratos esenciales para el crecimiento celular y la
formacion de productos deseados. En éste, los macroelementos son carbono,
oxigeno, nitrogeno, hidrogeno y fosforo, y una vez asimilados constituyen
alrededor del 95% del peso celular. Los microelementos, tales como el
magnesio, el azufre y el potasio son requeridos a concentraciones mas bajas
(<1%). Los elementos traza son frecuentemente activadores de reacciones

enzimaticas y son requeridos en muy bajas concentraciones [145].
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Un medio complejo contiene fracciones indefinidas de los componentes, y
estan conformados generalmente por extracto de levadura, hidrolizados de
proteinas [146] o materias primas lignoceluldsicas [147, 148] [131]. En un
medio definido se conoce la composicibn quimica exacta, esto permite
controlar y analizar el crecimiento y provee ventajas en cuanto al escalado o

posterior tratamiento de los procesos.

Un medio minimo es un medio definido con las cantidades minimas necesarias
de cada uno de los componentes, y es comunmente usado para produccion de

proteinas recombinantes tanto a escala de laboratorio como industrial [145].

Los medios minimos tipicos para la produccion de proteinas recombinantes en
fermentaciones contienen sales minerales, elementos traza, glucosa como

fuente de carbono y amonio como fuente de nitr6geno.[53].

Glicerol crudo como Unica fuente de carbono y energia

El rdpido desarrollo de la tecnologia de la produccion de biodiesel ha conducido
a la generacibn de grandes cantidades de glicerol, como el principal
subproducto del proceso. Estequiométricamente, se ha calculado que por cada
100 kg de biodiesel, se producen 10 kg de glicerol. Dependiendo de la
tecnologia utilizada en distintas plantas de biodiesel, el glicerol crudo puede
contener numerosos tipos de impurezas tales como metanol, sales, jabones,
metales pesados, y los acidos grasos residuales. Este hecho, a menudo hace
que la purificacion de la glicerina derivada de biodiesel no sea rentable. Por lo
tanto, la biotransformacion de glicerol crudo representa una alternativa

prometedora para la gestion eficaz de este tipo de residuos industriales [149]
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El interés sobre la valorizacion del glicerol crudo derivado de biodiesel a través
de procesos biotecnoldgicos se refleja en la reciente aparicion de diversos
estudios en la literatura internacional, con el objetivo de evaluar la capacidad

de utilizacion de glicerol como sustrato para numerosos bioprocesos [150-152]

De esta manera, desarrollar una cepa que pueda crecer eficientemente a
expensas de glicerol crudo podria ser clave en el desarrollo de un proceso de
manufactura econémico. Si bien E. coli es naturalmente capaz de crecer en
glicerol, se ha reportado [119]que la sobreexpresion del gen glpF, que codifica
para la permeasa que facilita la captacion de este sustrato, le confiere a este

microorganismo la capacidad de crecer con mayor eficiencia en glicerol.

De esta manera, se especuld que la co- expresion de la proteina del
transportador con la proteina de interés en la cepa industrial, resulte en una
herramienta que aumente la productividad y disminuya los costos de

produccién.

Sacarosa como unica fuente de carbono y energia

Comunmente, las fuentes de carbono utilizadas en las fermentaciones son
azucares simples. El objetivo a futuro es ser capaces de utilizar estos azucares
simples a partir de la degradacion de biomasa lignocelulésica barata y
abundante. Sin embargo, el desarrollo de esta fuente de carbono como materia
prima de fermentacion ha sido lento debido a la resistencia de la lignocelulosa
a la sacarificacion para la produccion de azucares fermentables. Ademas, los
productos contienen generalmente inhibidores que interfieren con la

fermentacion microbiana [153].
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La sacarosa de la cafia de azucar ha sido identificada como una de las
materias primas de carbono méas baratas disponibles para la fermentacion
industrial (Tabla 8). En comparacién con la glucosa del maiz, la sacarosa de la
cafia de azucar es también favorable desde un punto de vista del medio
ambiente debido a que se necesita menor energia para su produccion y el

efecto invernadero por las emisiones de gases también es menor [154, 155].

Fuente de Carbono Costo (Dolares por tonelada)*
Glucosa 700-1000
Glicerina Refinada 600-700
Glicerina Cruda 200-300
Sacarosa (cafia de azlcar) 150-250

Tabla 8.Costos de las diferentes fuentes de carbonos disponibles para crecer E.coli
*Fuente:http://www.alibaba.com. Julio 2016

El rendimiento de azlcares fermentables a partir de la cafia de azlcar es muy
alto, y los residuos de fibra de la extraccion (bagazo) se pueden utilizar como
una fuente de energia durante el procesamiento. Por estas dos razones, es la
fuente de carbono preferida en regiones tropicales y sub-tropicales, donde la

cafia de azucar es facil de cultivar y estéa facilmente disponible.

Perfiles de alimentacion

Los procesos de produccion de enzimas recombinantes en E. coli se dividen
tipicamente en tres etapas: (i) fase de lote, en la cual se agrega una cantidad
limitada de fuente de carbono y el microorganismo crece a velocidad de
crecimiento especifico (1) maxima seguida de (i) una etapa de alimentacion
adonde el p esta regulado por la velocidad de suministro de la fuente de
carbono, administrada en forma exponencial; y (iii) la etapa de alimentacion

post- induccion.
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Si bien existe un consenso generalizado respecto a la cantidad de fuente de
carbono a adicionar en la etapa (i) y al perfil de alimentacién de la etapa (ii),
una de las variables que mayor impacto tiene en la produccion de proteinas

recombinantes es el perfil de alimentacion post-induccion [56, 156-158].
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RESULTADOS

1. Ingenieria genética de E. coli a fin de que pueda crecer
eficientemente utilizando glicerol como Unica fuente de carbono y

energia

Un analisis combinado de transcriptoma y proteoma de un cultivo de E. coli a
altas densidades de células mostré que la expresion de muchos genes de
enzimas del ciclo del acido tricarboxilico, NADH-deshidrogenasa, y ATPasa se
encuentran sobre-expresados durante el periodo de alimentacién exponencial y
disminuyen su expresion después de este periodo. Por otro lado, la expresion
de la mayoria de los genes de biosintesis de aminoacidos se redujo a medida

que aumentd la densidad celular [159].

A partir de estudios realizados por Choi y colaboradores [96], se seleccionaron
dos genes cuyos niveles de expresién se encuentran drasticamente reducidos
durante el crecimiento a altas densidades celulares con glicerol como fuente de
carbono y energia, glpF y prsA. GIpF un transportador de glicerol, que es el
primer paso de la utilizacion del glicerol y PrsA, fosforribosil pirofosfato
sintetasa, una enzima clave para la biosintesis del precursor 5-fosforribosil-1-
pirofosfato (PRPP), involucrada en el paso mas importante de la ruta
biosintética de nucledtidos y aminoacidos. El objetivo fue sobre- expresarlos en

forma conjunta a la egasal y las chaperonas groES-groEL.

Los genes glpF, prsA vy, groES-groEL con su region intergénica, fueron
amplificados a partir del genoma de E.coli DH5a. Luego fueron clonados en un

vector disponible en el laboratorio que permite obtener rapidamente
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construcciones que expresan en simultaneo varios genes bajo el control del

promotor araBAD.

El objetivo principal fue construir un operon con los genes anteriormente
mencionados que mejore los niveles de espresion obtenidos de la expresion de
las cepas con los plasmidos pKCN-BAD-EGasal y pGro7 que expresan la
EGasal y el sistema de chaperonas por separado.Las construcciones

realizadas se listan en la Tabla 9.

Construccion Nombre
egasal-groES-groEL pKCN196 EGaga grofs 98
glpF pKCN197
prsA pKCN1%E e
egasal-glpF PKCN199 >
egasal-prsA pKCN200 it
egasal-groES-groEL-prsA pKCN201 EG;S;L”A»
egasal-groES-groEL-glpF pKCN203 EGasa groES  groEL  glpF
egasal-prsA-glpF pKCN204 - >

egasal-groES-groEL-glpF-prsA  pKCN207 ECasa GOES  groEL  glpF_  prsA
EGasa prsA groES groEL
egasal-prsA-groES-groEL pKCN246 > =) »‘

egasal-prsA-glpF-groES-groEL ~ pKCN247 Eiasa wSAI g'pFI groES  groEL

Tabla 9: Construcciones con genes accesorios para optimizar el crecimiento a expensas de
glicerol y la expresion de la EGasal

Los plasmidos resultantes fueron transformados en la cepa de E. coli BL21 Al.
A continuacion, se midio actividad B-glucosidasa de los cultivos crecidos en
glicerol de cada cepa después de inducir con L-arabinosa a 37°C, como se
detall6 anteriormente (Figura 17 B). Los mejores niveles de actividad se
obtuvieron en primer lugar con la cepa control, que expresa EGasal y GroES-
GroEL desde plasmidos diferentes, y luego de las cepas con las construcciones

pKCN196 y pKCN207, con ambos genes desde el mismo promotor en el mismo
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plasmido, y con egasal-groES-groEL-glpF-prsA desde el mismo promotor en el

mismo plasmido, respectivamente.

Ademas, se analizaron por SDS-PAGE las fracciones solubles e insolubles de
los extractos, para evaluar las expresiones de cada uno de los genes a partir
de las diferentes construcciones (Figura 17A). Se observd que en los cultivos
de las cepas que no incluyen el complejo de chaperonas GroES- GroEL se

obtuvieron grandes cantidades de EGasal en la fraccion insoluble.

No se detectd la expresion de la proteina GlpF (32 KDa), es posible que sus
niveles de expresion sean bajos ya que se trata de una proteina asociada a

membrana.

Ademas, tal como se observa en los SDS-PAGE, los genes localizados en
cuarto o quinto lugar en los operones construidos se expresan con menor
intensidad que cuando estdn ubicados en primer o segundo lugar. Como
ejemplo se observa la disminucién de intensidad de la banda correspondiente a
GroEL en la construccion pKCN247 con respecto a la pKCN196, y la
disminucién de la expresion de la proteina PrsA desde el plasmido pKCN207,

respecto a la misma desde pKCN200 (Figura 17A).

Como se observa en la Figura 16B, la co-expresion de los genes accesorios

glpF y prsA no contribuyé significativamente a aumentar la actividad EGasal.

A partir de estos resultados, se decidio evaluar el impacto de la expresion de
los genes accesorios en cultivos de alta densidad (Capitulo 2. Seccion 3.B),
dado que los genes glpF y prsA (pKCN207) normalmente se encuentran

reprimidos en condiciones de alta densidad celular.
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Figura 17: Co-Expresion de EGasal en E.coli BL21Al con las proteinas GIpF, PrsA y
GroES/EL. (A) Analisis por SDS-PAGE de las fracciones solubles e insolubles obtenidas de los
cultivos de BL21Al transformada con las distintas construcciones. MPM: Marcador de Peso
Molecular. (B) Actividad B-glucosidasa proveniente de los extractos de dichos cultivos. Los
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resultados son valores promedios y desviaciones estandar de al menos tres experimentos
independientes.

2. Incorporacion del operon cscAKB conteniendo los genes de

catabdlismo de sacarosa a E. coli BL21 Al

La mayoria de las cepas de E. coli industriales no pueden utilizar sacarosa
naturalmente. En los dltimos afos, se han reportado métodos para conferir una
eficiente capacidad de utilizacion de sacarosa a cepas de E. coli que no
pueden utilizar este compuesto de forma natural [120]. El método se basa en la
transferencia del operon catabdlico de sacarosa de E. coli W, una cepa muy

eficiente en la utilizacion de este disacarido.

Para obtener un cassette que permita la utilizacion de sacarosa, se
seleccionaron los genes csc de E.coli W [160]. No se incluyé el gen cscR, que
codifica para una proteina represora que inactiva al operén csc a bajas
concentraciones de sacarosa (<1%), pero se mantuvo el promotor nativo csc y
la orientacion de los genes csc relativa al promotor. Los genes cscAKB fueron
transferidos al cromosoma de E.coli BLI 21 Al generando una nueva cepa,
NK5, que puede utilizar sacarosa eficientemente (Figura 8, Materiales y

Métodos).

A continuacién se realizaron experimentos en microplacas para determinar la
velocidad de crecimiento de las cepas BL21 Al y NK5 en medio HM
suplementado con sacarosa, glucosa o glicerol. Para cada cepa se utilizaron
tres clones independientes. Los valores de absorbancia a 600nm fueron
registrados cada 30 minutos, obteniéndose las curvas de crecimiento que se

muestran en la Figura 18.
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Figura 18: Curvas de crecimiento obtenidas de los experimentos en microplacas con las cepas
BL21 Al, NK5, y NK5 con los plasmidos pKCN-BAD-EGasal y pGro7. Las cepas fueron
crecidas en sacarosa (A), glucosa (B) y glicerol (C). Los valores son un promedio de dos
experimentos diferentes, y las desviaciones estandar fueron menores al 10% en todos los
€asos.
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A partir de estas curvas fue posible obtener la velocidad de crecimiento
especifica y la DOgq final alcanzada por las diferentes cepas en los medios con

sacarosa, glucosa y glicerol como Unica fuente de carbono. Esto se resume en

la Tabla 10.
NK5 pKCN-BAD-
Fuente de
BL21 Al (control) NK5 EGasal
Carbono
pGro7
DOGOOnm
Sacarosa 0,61+0,03 3,45+0,13 3,58+0,08
Glucosa 3,93+0,03 3,08+0,10 2,98+0,30
Glicerol 3,70+0,15 3,15+0,15 3,08+0,08
u (hora™)
Sacarosa - 0,31 0,35
Glucosa 0,42 0,37 0,40
Glicerol 0,39 0,27 0,28

Tabla 10: Pardmetros de crecimiento de las cepas BL21 Al (control), NK5, y NK5 con los
plasmidos pKCN-BAD-EGasal y pGro7 en microplacas con medio minimo.

*Los resultados son valores promedios y desviaciones estandar de al menos dos experimentos
independientes

La cepa BL21 Al mostro el mismo comportamiento en medios de cultivo con
glucosa o glicerol como fuentes de carbono. Sélo las cepas que llevan el
operén del metabolismo de sacarosa, NK5 con o sin plasmidos, fueron capaces
de crecer utilizando sacarosa como unica fuente de carbono hasta una DOgg

comparable a la alcanzada con glucosa o glicerol.

Como se muestra tanto en la Figura 18 como en la Tabla 10, las cepas NK5
con o sin plasmido son ademas capaces de crecer eficientemente en glucosa y
glicerol. Ademas, la presencia e induccion de los plasmidos pKCN-BAD-
EGasal y pGro7 no afecto las DOgqo finales alcanzadas ni las velocidades de
crecimiento obtenidas independientemente de la fuente de carbono utilizada.
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Para evaluar la actividad EGasal de las diferentes cepas crecidas en glucosa,
sacarosa o glicerol, se realizaron experimentos en pequefios volimenes de

cultivo (5 ml) que permitieron caracterizar el nivel de expresién de cada cepa.

Las cepas NK5 y BL21 Al fueron crecidas en medio HM conteniendo sacarosa,
glucosa, glicerol o glicerol crudo, fueron inducidas a DOgyp=1 mediante el
agregado de L-arabinosa, que permitié sobre-expresar tanto la EGasal como
la chaperona GroES/EL. Se midi6 DOsggo final alcanzada y actividad. Los

resultados se muestran en la Tabla 11.

Actividad EGasal (U/ml

Fuente de Carbono DOsoonm DOY*
Sacarosa (NK5) 4,20+0,04 2,80+0,34
Glucosa (BL21 Al) 4,33+0,30 3,46+0,02
Glicerol (BL21 Al) 3,30£0,20 2,90+0,40
Glicerol crudo (BL21 Al) 3,38+0,02 3,50+0,30

Tabla 11: Crecimiento de las cepas BL21 Al y NK5 con los plasmidos pKCN-BAD-EGasal y
pGro7 en tubos conteniendo medio minimo con diferentes fuentes de carbono.

*Los resultados son valores promedios y desviaciones estdndar de al menos dos experimentos
independientes.

En este ensayo, al igual que los anteriores, se evidencia la capacidad de la
cepa NK5 de crecer eficientemente en un medio minimo con sacarosa como
unica fuente de carbono. Ademas, la DOgy final alcanzada por NK5 en

sacarosa es comparable a la obtenida por la BL21 Al en glucosa.

Como se observa en la Tabla 11 las mayores actividades se obtuvieron con la
cepa BL21 Al crecida en glucosa y en glicerol crudo. La actividad obtenida por

NK5 en sacarosa fue un 20% menor con respecto a esta ultima.
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3. Estudio de la produccion en lote alimentado.

A. Efecto de la utilizacion de diferentes fuentes de carbono en

cultivos en lote alimentado a alta densidad de células.

Para maximizar la concentracion de producto final, se evalué un proceso de
fermentacién en lote alimentado, utilizando glucosa, sacarosa o glicerol en

cantidades limitantes.

Las fermentaciones fueron realizadas como se describe en Materiales y
Métodos. La temperatura se mantuvo a 37°C. El fermentador se configurd para
mantener el OD en valores mayores al 30%. El pH se regul6 en valor igual a 7
con el agregado de una solucién de NH,OH 23%, el cual es utilizado ademas

como fuente de nitrégeno.

Las curvas de crecimiento y evolucién de la expresién de EGasal obtenidas de

los experimentos se muestran en la Figura 19.

El proceso llevado a cabo utilizando la cepa NK5 con los plasmidos pKCN-
BAD-EGasal y pGro7 con sacarosa como Unica fuente de carbono tuvo una
duracion de 28,5 horas. El cultivo se indujo a DOgyp=100 (aproximadamente 6
horas de comenzada la alimentacién) con L-arabinosa a una concentracion
final de 0,5 g/L, y posteriormente se midié actividad EGasal cada una hora,
finalizandose el proceso de fermentacién luego de obtener dos medidas
consecutivas iguales. La DOgqo final alcanzada por el proceso fue 120 UA, unas
26 veces mayor a la obtenida en cultivos en lote, mientras que la actividad
EGasal méaxima alcanzada fue de 230 Ul/ml, mas de 70 veces superior a la

alcanzada en cultivos en lote. En base a estos datos, la productividad
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especifica (g producto/g biomasa) se incrementdé mas de 3,2 veces al pasar de
un crecimiento en lote a lote alimentado, donde la velocidad de crecimiento es
controlada por la alimentacion. La productividad volumétrica del proceso fue de

8,1 U/ml/hora.

Para la cepa BL21 Al transformada con los plasmidos pKCN-BAD-EGasal y
pGro7 crecida en medio minimo con glucosa, el proceso tuvo una duracion total
de 29,5 horas. La DOeoo final alcanzada fue 135 UA, y la actividad EGasal
maxima fue 295 U/ml. La productividad especifica de la cepa E. coli BL21Al
pKCN-BAD-EGasal+pGro7 crecida en glucosa se incrementd 2,8 veces
comparada con la obtenida en el lote al lote alimentado. La productividad

volumétrica del proceso fue 10 U/ml/hora, mayor a la obtenida con sacarosa.

Finalmente, se llevaron a cabo fermentaciones en lote alimentado de E. coli
BL21Al con pKCN-BAD-EGasal y pGro7 con glicerol tanto refinado como
crudo. En este caso la productividad especifica aumenté 2,5 veces con
respecto al crecimiento en lote. La duracién del proceso fue de 26,5 horas para
el glicerol refinado y de 28 horas para el crudo. La DOgg final alcanzada fue
162 UA y 128 UA, la actividad EGasal maxima resultdé 325 U/ml y 315U/ml,
siendo el primer valor para el glicerol refinado y el segundo para el crudo. Las
productividades volumétricas fueron las maximas en relacion a los valores
obtenidos con las diferentes fuentes de carbono analizadas, 12,2 U/ml/hora

para glicerol refinado y 11,2 U/ml/hora para crudo.
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Figura 19: Curvas de crecimiento (A) y evolucion de la expresion de EGasal (B) en
fermantaciones de lotes alimentados en medio minimo con sacarosa (cepa NK5), glucosa,
glicerol o glicerol crudo (cepa BL21 Al) como Unica fuente de carbono. Las mismas llevan los
plasmidos pKCN-BAD-EGasal y pGro7. Las fermentaciones fueron hechas por duplicado y la
figura muestra el promedio de ambas, con menos del 10% de desviacion estandar.

B. Seleccidn de las cepas recombinantes con mayores niveles de

expresion

A continuacion se decidié evaluar el efecto de los genes accesorios (Capitulo

2, Punto 1) en cultivos de altas densidades de células.

103



Resultados y Discusidn. Capitulo 2

Se llevaron a cabo los crecimientos en lote alimentado a escala piloto de las
cepas que exhibieron mayores niveles de expresion, BL21 Al conteniendo los

plasmidos: pKCN196 y pKCN207.

Los cultivos en lote alimentado se llevaron a cabo con un litro inicial de medio
salino HM. Como unica fuente de carbono se utilizo glicerol. Los resultados se
muestran en la Figura 20. Para E. coli BL21AIl conteniendo el plasmido
pKCN196 la duracion total del proceso fue de 27 horas. La fase de crecimiento
en lote dur6 13,5 horas y alcanz6 una pma=0,51 h™. La densidad optica final
alcanzada fue 110 UA, equivalente a 39,6 g/L de peso seco, y la actividad
EGasal maxima en este caso fue de 165 U/ml, menos de la mitad de la
obtenida en el proceso llevado a cabo con los genes expresados a partir de dos

plasmidos diferentes.

El lote alimentado para la cepa que contiene el plasmido pKCN207 tuvo una
duracion de 27 horas. El lote tuvo una duracién, al igual que el proceso 2, de
13,5 horas y alcanz6 una pmax=0,47 h™t. La DOg final alcanzada en el proceso
fue 137 UA, 49,3 g/L de peso seco; y la actividad EGasal méaxima resultd 272
Ul/ml, menor que en el proceso de referencia (pGro7 y pKCN-BAD-EGasal,

con glicerol).
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Figura 20: Curvas de crecimiento (A) y evolucion de la expresion de EGasal (B) en
fermentaciones lotes alimentados en medio minimo con glicerol para las cepas BL21 Al
conteniendo los plasmidos pKCN196 y pKCN207. Las fermentaciones fueron hechas por
duplicado y la figura muestra el promedio de ambas, con menos del 10% de desviacion
estandar.

Las productividades volumétricas de los lotes alimentados para las cepas que
llevan los plasmidos pKCN196 y pKCN207 fueron 6,1U/ml/hora y 10U/ml/hora
respectivamente. Si bien con la cepa que sobre-expresa glpF-prsA se obtuvo
mayor productividad que con la que solo sobre-expresa egasal y groESL, no
se superd la productividad maxima, por lo que los pasos siguientes de
optimizacion se llevaron a cabo con la cepa BL21 Al con los plasmidos pKCN-

BAD-EGasal y pGro7, utilizando glicerol como Unica fuente de carbono.
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C. Reformulaciéon del medio minimo utilizado para los cultivos de alta

densidad de E. coli

El objetivo de esta etapa fue redisefiar el medio salino HM con la finalidad de
simplificarlo para reducir los costos de produccion. Para ello se disminuyo la
concentracion y cantidad de las sales buscando compensar el aporte de las
mismas, basandose en la comparacion del medio HM con la composicién

elemental de E. coli [161].

Los componentes del medio salino HM se resumen en la Tabla 12 y la

composicion elemental de E. coli en la Tabla 13.

Peso Concentracion Moles Moles de Moles Moles
Componente ] ) )
Molecular (g/L) Fosfato Sodio Potasio Amonio
KH,PO4 136,09 20,80 0,15 - 0,15
(NH4)2PO4 132,07 3,00 0,02 - - 0,05
NaH,PO, 120,00 4,00 0,03 0,03 - -
KOH 56,00 3,25 - - 0,06 -
Extracto de
ND 0,50 - - - -
Levadura
Total - - 0,21 0,03 0,21 0,05

Tabla 12. Componentes del medio HM. Elementos traza 3 ml/L (composicion el Materiales y
Métodos)

En la Tabla 13, se estim0 la cantidad minima necesaria de cada macro
elemento, tanto en gramos como en moles, para lograr un crecimiento hasta
DOg00=20, es decir hasta finalizar la etapa de lote. E. coli en fase exponencial

de crecimiento (limitado por glucosa), tiene un peso seco de 278 fg por célula.

Gramos Moles
Peso Gramos
Elemento molecular or célula para para
P D0600=20  DO600=20

1,3395E-

C 12 13

2,51 0,21
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H 1 1,71E-14 0,32 0,32
N 14 3,99E-14 0,75 0,05
o 16 6,555E-14 1,23 0,08
Na 23 6,52E-15 0,12 0,01
P 35 1,17E-14 0,22 0,01
K 39 1,17E-14 0,22 0,01

Tabla 13. Composicion elemental de E.coli.

Considerando que la cepa de E. coli BL21 Al no posee auxotrofias, se decidio
eliminar el extracto de levadura del medio ya que ademas de tener un costo
elevado (aproximadamente US$ 5000 la tonelada), no permite definir el medio

de cultivo exactamente, convirtiéndolo en un medio complejo.

Luego se reformulé el medio de manera que en lugar de agregar cuatro
componentes diferentes que aporten fosfato, potasio, sodio y nitrégeno, se
agreguen solo dos: KH,PO, y NaOH. El nitrogeno puede ser aportado por el
NH4OH utilizado para mantener el pH = 7 en el medio a lo largo del proceso de
fermentacién. En la Tabla 14 se encuentran las cantidades molares aportadas

por cada uno de los componentes del medio reformulado, llamado Fantasia.

Medio Peso Concentracion Moles Moles de Moles
Fantasia Molecular (g/L) Fosfato Sodio Potasio
KH2PO4 136,09 27,80 0,21 - 0,21

NaOH 40 1,32 - 0,03 -

Total - - 0,21 0,03 0,21

Tabla 14. Componentes de medio minimo Fantasia. Elementos traza 3 ml/L (composicién el
Materiales y Métodos)

Para comprobar la factibilidad del nuevo medio minimo propuesto, se llevaron a
cabo tres fermentaciones en paralelo con la cepa BL21 Al con los plasmidos
pKCN-BAD-EGasal y pGro7, en fermentadores con un litro de volumen inicial
de medio HM (Tabla 12), un litro de medio HM sin extracto de levadura, o un

litro de medio minimo Fantasia (Tabla 14).
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Para todos los medios se alcanzaron valores de actividad y DO final similares:
340U/ml y 160UA con el medio HM; 376 U/ml y 142 UA con HM sin extracto de

levadura; y 325U/ml y 150UA para el medio Fantasia.

La diferencia méas significativa se encontrd6 en el tiempo de duracion del
proceso. Mientras que la etapa inicial de lote la duracién fue de 11 horas en el
primer caso (medio HM), el proceso se extendié a unas 12 horas en el medio

HM sin extracto de levadura y unas 16 horas con el medio Fantasia.

De aqui en adelante se continué utilizando el medio Fantasia en los siguientes

ensayos en lote alimentado.

D. Perfiles de alimentacién Post- Induccién.

Se enfoco la siguiente etapa de esta tesis en determinar las condiciones post-
induccién que permitan obtener la maxima productividad volumétrica de

EGasal. Para la optimizacion se trabajo sobre dos parametros:

I.  Andlisis de perfil de caudales de alimentacion.

Se analizaron dos perfiles de alimentacién post- induccién tipicamente
utilizados en procesos industriales de produccion de enzimas recombinantes:

flujo constante vy flujo lineal [56, 113].

Se escogieron dos valores de flujos constantes: 8 g/L/h y 12 g/L/h, un flujo con
incremento lineal seleccionado en base a la bibliografia [56], 0,56 g/L/h? y un
flujo con un incremento proporcional a la densidad optica (10 g/L/h, para

DO=100). En la Figura 21 se muestran las curvas de crecimiento, los flujos de
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alimentacion empleados y la evolucion de la actividad EGasal. A partir de

éstas, se obtuvieron parametros tales como la velocidad de crecimiento (u) pre

y post induccion, la actividad y densidad optica final alcanzada, y la

productividad volumétrica (U EGasal/ml/hora).
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Figura 21: Lotes alimentados con flujo exponencial hasta el momento de la induccion; y flujo
constante de 8 g/L/h (A), de 12 g/L/h (B), flujo lineal con una pendiente de 0,56 g/L/h2 (C©)oun
flujo proporcional a la DO (D) post Induccién. Las fermentaciones fueron hechas por duplicado
y la figura muestra el promedio de ambas, con menos del 10% de desviacion estandar.

Después de la induccién, el crecimiento y la actividad metabdlica del
hospedador se ven influenciados por la expresibn de las proteinas
recombinantes en las células [56]. De acuerdo a lo esperado, en todas las
fermentaciones, la velocidad de crecimiento pre-induccién es la misma (u= 0,25
h™) y desciende bruscamente luego de la induccién,: p=0,06 h™* para el flujo 8
g/L/h, p=0,15 h™* para 12 g/L/h, u=0,12 h™ para flujo lineal con una pendiente de

0,56 g/L/h? y u=0,09 h™* para un flujo proporcional a la DOgp..

Las densidades Opticas a 600 nm finales fueron: 125 para el flujo constante 8
g/L/h , 150 para el flujo constante 12 g/L/h, 152 para para flujo lineal y 134 para

el flujo proporcional a la DOgo.

Los resultados mas destacados se obtuvieron al medir la actividad EGasal. El
mayor valor se obtuvo con el flujo post induccién fijo de 12 g/L, 396 U/ml. Para
los flujos 8 g/L, lineal y el flujo proporcional a la DOgq , l0S valores resultaron
ser considerablemente menores: 264 U/ml, 308 U/ml y 282 U/ml,

respectivamente.
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Para determinar cual de los flujos de alimentacion evaluados es el mas
conveniente, finalmente se calcularon los rendimientos especificos y las

productividades para cada caso (Tabla 15).

Productividad

EGasal (mg) Peso Seco (g) Yecasarrs (MQ/g) (U/mi/hora)

F'”J"gz‘?l’_‘/shtame 7107240 45,3:18 156,9+11,5 7,8:0,1
Flujo Constante

12 gL 10661269 54,0£2,2 197,4+13,0 13,720,7

Flujo Lineal
S gl 8292+185 54,743,0 151,6£11,7 11,0£0,8
Flujo proporcional 75924205 48,2+1,6 157,5£9,5 10,70,6
a DOsoo

Tabla 15. Rendimientos especificos (Yecasars) Y productividades obtenidas usando diferentes
estrategias de alimentacion Post- Induccion.

Los resultados son valores promedios y desviaciones estandar de al menos dos experimentos
independientes.

A partir del analisis de todos los datos obtenidos, se determiné que el flujo de
alimentacion méas adecuado para producir la enzima EGasal a partir de un lote
alimentado de E. coli BL21 Al es el flujo constante de 12 g/L/h. La utilizacion de
este flujo permite obtener tanto la mayor productividad volumétrica (13,7
U/ml/h) en 6 horas de induccién a 37°C, como el mayor rendimiento especifico

(197,4 mg EGasal/g Peso seco).

Il. Determinacion de la relacién carbono-nitrégeno (C:N) éptima en la

solucion de alimentacion.

El concepto de relacion molar C:N es un importante factor que afecta el

crecimiento celular y la produccion de proteinas recombinantes.[162, 163]

Para evaluar como afectan diferentes relaciones molares C:N la productividad
de E. coli para la EGasal se seleccionaron en base a reportes de la literatura

[157] cuatro relaciones molares C:N: 4:1, 5:1; 7,5:1; 9:1.
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En todos los casos los cultivos se crecieron en un fermentador con un litro
inicial de medio minimo Fantasia hasta el punto de induccién, DOgyp=100, tal
como se describid en los casos anteriores. A diferencia de los experimentos
anteriores, donde la adicion de la fuente de nitrégeno fue automatica, llevada a
cabo con el corrector de pH NH4OH, en estos nuevos experimentos se
desacopl6 la adicién de carbono y nitrégeno. Para esto, se utiliz6 durante la
fase de induccioén glicerol como fuente de carbono y fosfato de amonio como
fuente de nitrégeno. Se mantuvo el perfil de agregado de glicerol y se ajusto el
agregado de fosfato de amonio variando la relacion molar a fin de determinar la
relacion C:N optima. La temperatura se mantuvo a 37°C y el OD en valores
mayores a 30%. El pH se regulé a 7 con el agregado de una solucion de
NaOH:KOH 4M en relacion molar 1:2 en lugar de NH,OH 25% para poder
regular la cantidad de fuente de nitrdgeno agregada. Los resultados obtenidos

se resumen en la Tabla 16.

> Actividad Glicerol Amonio B N
Relacion DOs0o . Residual Duracion del Productividad
C:N* Final EGasal Residual esiaua 0 Umithora)
: ina roceso ml/hora
(Ulml) (g/L) (g/L) P
4:1 9442 376+3 0,1+0,0 0,36+0,02 28,5+0,5 13,2+0,3
5:1 115+2 466+2 0,6+0,2 0,25+0,01 30,0£1,0 15,5+0,6
7,51 1004 425+3 1,610,1 0,22+0,03 29,0+1,0 14,60,6
9:1 84+4 3655 1,3+0,3 0,13+0,02 27,5+0,5 10,4+0,3

Tabla 16. Efecto de la relacion C:N sobre la produccion de EGasal.
Los resultados son valores promedios y desviaciones estandar de al menos dos experimentos
independientes.

Se observa que la mejor relacion C:N de alimentacion post-Induccion fue 5. Los
valores de actividad EGasal final y de productividad volumétrica son los
mayores obtenidos hasta el momento, 466 U/ml y 15,5 U/ml/hora

respectivamente.
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DISCUSION

En el presente capitulo se optimizaron las condiciones de produccion de
EGasal en cultivos de alta densidad de células en fermentadores: seleccion de
la capa 6ptima, eleccion de la mejor fuente de carbono, y condiciones de post-

Induccioén.

Se seleccionaron [119] los genes gIpF y prsA en cultivos en lote alimentado,
utilizando glicerol como fuente de carbono y energia. Los mismos se sobre-
expresaron junto con egasal y groES-groEL, agrupandolos en un operdn cuya
transcripcion se induce por agregado de L-arabinosa. En estos ensayos, las
mayores actividades EGasal se obtuvieron con las construcciones pKCN207
(egasal-groES-groEL-glpF-prsA) y pKCN196 (egasal-groES-groEL), aunque
ninguna mejoro el nivel de actividad obtenido por la expresion a partir de los

plasmidos pKCN-BAD-EGasal y pGro7 por separado.

La expresion de los genes del complejo de chaperonas GroES/EL y egasal a
partir del mismo plasmido, en busca de simplificar el sistema, fue
contraproducente. Probablemente la relacion entre el numero de copias del
complejo de chaperonas y el nimero de copias de EGasal obtenidas como
resultado de la expresién desde el mismo promotor no sea la 6ptima, y quizas

por ello la expresion desde distintos plasmidos resulte mas conveniente.

Por otra parte, contrario a los resultados obtenidos por Choi [96], los genes
accesorios glpF y prsA sobre-expresados no contribuyeron a aumentar la
actividad EGasal/ml de cultivo en los ensayos realizados en 5 ml de medio, ni

en los cultivos de altas densidades celulares en fermentadores.
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En cuanto a la seleccién de la fuente de carbono los sustratos evaluados
fueron: glucosa, la fuente de carbono mas utilizada para las fermentaciones de
E. coli, glicerol, el subproducto mas importante de la industria del biodiesel, y
sacarosa, una materia prima economica proveniente de la cafia de azucar.
Para poder utilizar la sacarosa como sustrato, previamente se incorporo el
operon metabodlico cscAKB [120] a la cepa E. coli BL21 Al. Se obtuvo asi la

cepa NK5.

A partir de los resultados obtenidos en las fermentaciones utilizando diferentes
fuentes de carbono (Capitulo 2, seccién 3.A, Figura 17), claramente se pudo
ver como el paso de crecimiento en lote a lote alimentado permitioé incrementar
el rendimiento especifico de ambas cepas para todas las fuentes de carbono

probadas.

Asi, los procesos en lote alimentado son frecuentemente utilizados para
alcanzar altas concentraciones celulares y mejorar la productividad, mientras
que minimizan problemas como la inhibicion por sustrato o nutriente, la
formacién de productos secundarios y las limitaciones de oxigeno disuelto en

los cultivos aerdébicos. [50].

Para definir cudl es la fuente de carbono mas conveniente para la produccion
de EGasal, una enzima a ser utilizada en la industria del biodiesel en grandes
volimenes y con un margen de ganancia estrecho, resulta de vital importancia

considerar el costo de cada fuente de carbono (Tabla 8).

Debido a la ventaja econdmica que genera, a que los rendientos tanto en su
forma cruda como refinada son similares y los mayores obtenidos, y a que de

esta manera se esta utilizando el producto residual de la transesterificacion de
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los aceites con metanol para producir biodiesel, se decidié en adelante utilizar

glicerol como fuente de carbono para las fermentaciones.

Posterior a la seleccion de la fuente de carbono se redisefié el medio salino
HM, con la finalidad de obtener un medio més simple y reducir los costos de
produccion. Para ello se elimind el extracto de levadura y se reformul6 el medio
con el fin de minimizar los componentes responsables del aporte de fosfato,
potasio, sodio y nitrdgeno, seleccionando solo dos: KH,PO4 y NaOH (27,8g/L y
1,32g/L respectivamente). El nitrégeno es aportado por el NH,OH utilizado para
llevar el medio a pH 7. Con este nuevo medio, denominado Fantasia, se logré
obtener valores similares de DOgy y actividad EGasal finales, pero se
aumento en unas 4-5 horas la duracién del proceso. Esta variacion podria
deberse a la eliminacién al extracto de levadura. Esta fuente de nitrdgeno
compleja brinda aminoacidos u oligopéptidos, los cuales deben ser sintetizados

por E. coli en el medio Fantasia.

Finalmente se enfocd la siguiente etapa del proyecto en determinar las
condiciones de post-Inducciéon que permitan obtener la méaxima productividad

volumétrica (actividad EGasal por unidad de volumen por tiempo).

Los cultivos que expresan proteinas recombinantes manifiestan importantes
cambios en la fisiologia celular, la velocidad de crecimiento y el metabolismo
frente a la induccion. Se sobreexpresan genes en respuesta al estrés y se
reprimen muchos genes housekeeping del hospedador [158]. Los cambios en
la expresion génica y los flujos metabdlicos también resultan en cambios en
parametros macroscopicos como la velocidad especifica de crecimiento y los

coeficientes de rendimiento. De esta forma, es dificil mantener una velocidad
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de crecimiento y una productividad constante usando la misma estrategia de

alimentacion que antes de la induccion.

En primer lugar se analizaron perfiles de post-induccion tipicamente utilizados
en procesos industriales de produccién de enzimas recombinantes: flujo
constante a 8 g/L/h y 12 g/L/h, flujo lineal (inicial 10 g/L/h, pendiente 0,7

g/L/h2), y un flujo proporcional a la densidad éptica (10 g/L/h para DO=100).

Para el flujo constante de 8 g/ L se obtuvo la menor DOgq Yy actividad EGasal,
con lo cual se puede suponer que la cantidad de glicerol agregada con este

flujo constante no es suficiente para alcanzar el maximo rendimiento.

En el caso de los flujos no constantes se comienza a acumular glicerol luego de
la cuarta hora de la induccion. En este caso la disminucion en la velocidad de
crecimiento no se deberia a una limitacién en la disponibilidad de la fuente de
carbono sino a la acumulacién de acetato por sobreflujo metabolico o a la lisis

celular [164].

Se ha observado que niveles excesivos de fuente de carbono o nitrdgeno o
altos niveles de acumulacién de acetato llevan a reducir la productividad de la
proteina recombinante [165]. Esto puede explicar el bajo nivel de actividad

obtenido con los flujos lineal y proporcional a la DOggo.

En conclusion, se determind que el flujo de alimentacion mas adecuado para
producir la enzima EGasal a partir de un lote alimentado de E. coli BL21 Al es
el constante de 12 g/L/h. Utilizando este flujo se obtiene tanto la mayor
productividad (13,7 U/ml/h) luego de 6 horas de induccion a 37°C, como el

mayor rendimiento especifico (197,5 mg EGasal/g Peso seco).
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Se ha reportado que la relaciéon C:N es méas importante que la concentracién de
nitrégeno para incrementar la densidad celular y la concentracion de productos

al final de una fermentacién [166]

Cuando la relacion molar C:N en la alimentacion post-induccion fue 5:1, tanto la
actividad como la densidad Optica fueron las mas altas entre las cuatro
estrategias propuestas. El resultado es comparable al reportado en la
bibliografia [157] y se logra aumentar la actividad enzimatica un 17% con
respecto aal caudal constante del2 g/L sin control del agregado de la fuente de

nitrégeno.

Para las relaciones mayores a 5 se obervd que a medida que la relacion
aumenta, la cantidad de glicerol remanente se incrementa y la actividad
EGasal comienza a disminuir. Esto podria deberse a que por arriba de 5:1 el
exceso de glicerol se convierte en 4cido acético, afectando en primer lugar el

crecimiento bacteriano y luego la produccion de proteinas.

De esta manera se determin6 que la relacion carbono-nitrégeno (C:N) Optima
en la solucién de alimentacion es 5. Con la misma se obtuvo el mayor valor de

actividad EGasal, 466 U/ml.

Todos estos resultados indican que optimizando las condiciones de crecimiento
en lote alimentado para la cepa de E. coli BL21 Al con los plasmidos pKCN-
BAD-EGasal y pGro7, con glicerol como unica fuente de carbono, un flujo de
alimentacion constante post- induccion de 12 g/L y una relacion C:N post-
induccion 5, se logro incrementar la productividad de la EGasal hasta 15,5

U/ml/h.
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Resultados y Discusion:

CAPITULO 3
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INTRODUCCION
Escalado del proceso de fermentacion

El objetivo de la optimizacion de un proceso de fermentacion es incrementar el
rendimiento del producto final. Para aumentar el rendimiento del producto y
asegurar su calidad, es clave mantener las condiciones de reaccion éptimas y
homogéneas minimizando el estrés microbiano y aumentando la concentracion

de los productos deseados.

Para el escalado de cada producto deben llevarse a cabo estrategias
adecuadas que dependen de la caracterizacion detallada del proceso. Se
deben identificar los pardmetros méas importantes que influyen en el
rendimiento y la calidad del producto, y establecerlos como pardmetros

escalables, es decir, que se mantengan constantes [167].

La gran mayoria de los procesos de produccion heterdloga de proteinas
recombinantes utilizan: E. coli, Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris u
hongos filamentosos. Existen procesos estandarizados para cada organismo
gue se describen en los libros de texto y sirven de base para el desarrollo de un

proceso de manufactura particular [168].

Sin embargo, como las instalaciones de fermentacion usualmente no estan
estrictamente disefiadas de acuerdo con los criterios de escalado, las
condiciones del proceso pueden diferir significativamente y las estrategias o

modelos solo se ajustan parcialmente.

El escalado exitoso en la mayoria de los casos no es el resultado de una
estrategia experimental, sino el resultado de un proceso separado de desarrollo

y optimizacion en cada escala [167].
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Procesamiento de los cultivos del lote alimentado. Purificacién de EGasal

Aunque existe una amplia variedad de hospedadores para la produccion de
proteinas de interés comercial, E. coli continta siendo la primera elecciéon para
procesos en gran escala [25]. Sin embargo, la misma tiene una gran
desventaja, no secreta altos niveles de proteinas al medio. Consecuentemente,
es necesario implementar métodos para liberar el producto de las células luego
de la fermentacién. [93]. Inicialmente, para este propdsito se utilizd un
homogenizador de alta presion (GEA Niro Soavi) una vez finalizada la
produccién de EGasal por fermentacion en cultivos de lote alimentado. Estos
equipos son los mas ampliamente utilizados para la disrupcion celular a gran
escala. Poseen una bomba de alimentacion (1-10 bar) que transporta la
suspensién a la bomba de alta presion donde es comprimida hasta 500-1000
bar. La vélvula se abre cuando la presion excede cierto valor y la suspension
es liberada a gran velocidad chocando contra un anillo de impacto. En la
valvula las células se someten a turbulencia, cavitacion y esfuerzos de corte
liguido. La fuerza del choque sobre el anillo es la causa principal del

rompimiento [100].
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RESULTADOS

1. Escalado de la fermentacién

Para probar la robustez del proceso de produccion de EGasal utilizando la
cepa de E. coli disefiada, y con el objeto de obtener una cantidad suficiente de
enzima para realizar ensayos a nivel industrial, se realizd6 el escalado del
proceso de fermentacion en lote alimentado a un biorreactor de 1000 L (Figura

21).

A

Figura 21: Vista externa del fermentador de 1000L utilizado para el escalado de la produccién
de EGasal (A). Vista interna del fermentador, donde se puede apreciar uno de los mezcladores
y el cultivo post- fermentacién (B).
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Para llevar a cabo este proceso se dispuso de un fermentador de 1300 L
totales con 1000 L de capacidad util, relacién:altura didmetro 3:1, una velocidad
de agitacion maxima de 180 rpm y una capacidad de disipar calor de 28

Kcal/Lh.

La estartegia de escalado utilizada fue la de la velocidad de la punta de paleta,

basandose principalmente en las litaciones impuestas por el tanque [169].

La cepa recombinante E. coli BL21Al con los plasmidos pKCN-BAD-EGasal y
pGro7 se cultivd a 37°C en 700 L de medio HM usando glicerol 10 g/L como
fuente de carbono. Se obtuvo una pma de 0,36 h™. Después del consumo de la
cantidad inicial de glicerol, se utiliz6 una ecuacion de balance de masa para
determinar la velocidad de alimentacion con el fin de mantener la tasa de
crecimiento especifico a 0,20 h™. Cuando el cultivo alcanzé una DOggo de 75,
se afiadieron 0,5 g/L de L-arabinosa para inducir la expresion de GroES/EL y
EGasal. La temperatura se mantuvo a 37°C, y la velocidad de alimentacion se
mantuvo a un valor constante de 8 L de solucién de alimentacién por hora (6,4
g de glicerol/l/h). Si bien éste no es el flujo de alimentacién éptimo determinado
previamente, el metabolismo asociado a un flujo mayor hubiese generado una
cantidad de calor imposible de disipar con el equipo disponible en la planta

industrial para el reactor de 1000L.

La expresion basal de la EGasal fue 160 U/ml a la DOgyy de induccion y
después del agregado de L-arabinosa la produccion de EGasal aumento
continuamente, hasta que se alcanz6 una actividad maxima de 266 U/ml 11
horas después de la induccion, obteniéndose asi una productividad de 7,1

U/ml/hora.
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La productividad de EGasal, el perfil de crecimiento y el consumo de glicerol
fueron similares en mas de cinco experimentos de fermentacion diferentes,
confirmando la estabilidad de este sistema de expresion y su factibilidad para

ser utilizado en un proceso industrial.

La cuantificacion de proteinas de los extractos obtenidos en estos procesos de

fermentacién indica una concentracion final de EGasal de 7 g/L (Figura 22).
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Figura 22: SDS-PAGE de extractos de células purificados con tratamiento térmico, obtenidos a
partir del proceso de fermentacion a escala industrial. Las calles 1-4 tienen cantidades
crecientes de un estandar de His6—Egasal purificada previamente cuantificada (nétese que
tiene un PM ligeramente superior debido a la presencia de la cola de hexa-histidina). En las
calles 5-6 se sembraron 5y 10 pl de la fermentacion (muestras diluidas 1/60) respectivamente,
luego de realizar el tratamiento térmico que se describe en el punto siguiente. La cuantificacién
densitométrica de las imagenes escaneadas se hizo con el software ImageJ e indica una
concentracion de 7 g/L de EGasal en el extracto celular.

2. Procesamiento de los cultivos del lote alimentado. Purificacién de

EGasal

Teniendo en cuenta que EGasal es termoestable, se propuso reemplazar el
paso de lisis con homogeneizador por lisis térmica, como se ha reportado
previamente para otras proteinas provenientes de microorganismos
hipertermofilos [106]. Ademas, este tratamiento permitira purificar la enzima de
las proteinas del hospedador debido a que las proteina del mesofilo E. coli son

termolabiles, produciendose su desnaturalizacion y precipitacion.

Para ello se probaron diferentes temperaturas y tiempos de incubacion para un

cultivo de alta densidad de células de la cepa E. coli BL21 Al con los plasmidos
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pKCN-BAD-EGasal y pGro7 expresando EGasal con una actividad final de

396U/ml.

Como se observa en la Figura 23 A la actividad EGasal sélo se ve levemente

disminuida al incubar los cultivos a 85°C por 30 minutos.

A

450 -
400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -
50 -

Actividad (U/ml)

702C- 10 minutos
702C- 30 minutos
759C- 10 minutos
752C- 30 minutos
802C- 10 minutos
802C- 30 minutos
852C- 10 minutos
852C- 30 minutos

Sin tratamiento termico

EGasal EGasal-6His S
5 10pL 0,25 0,5 0,75ug 15pL

Figura 23: Actividad EGasal luego del calentamiento del cultivo a distintas temperaturas y
tiempos determinada por actividad B-glucosidasa.(A) Los resultados son valores promedios y
desviaciones estandar de al menos tres experimentos independientes. SDS-PAGE de extractos
de células purificados con tratamiento térmico (calles 1y 2) y del extracto soluble sin
tratamiento témico (S, calle 6) (B). Las calles 3-5 tienen cantidades crecientes de un estandar
de His6-Egasal purificada previamente cuantificada. Las calles 1 y 2 tienen 5y 10 ul de la
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fermentacion (muestras diluidas 1/60), luego de realizar el tratamiento térmico y la calle 6 tiene
15ul de la fermentacion lisada con homogeneizador sin tratamiento térmico.

De esta manera se fijaron las condiciones de lisis en 80 °C durante 20 minutos

con agitacion mecanica.

3. Puesta a punto de la extraccion de EGasal con diferentes

detergentes

En los ensayos iniciales, como se detalla en Materiales y Métodos, para extraer
a la proteina EGasal de la membrana de la cepa de E. coli productora, se
utilizé el detergente Tritbn X-100 siguiendo el protocolo utilizado por Matsui y
colaboradores con la proteina de Pyrococcus horikoshii 90% homologa a

EGasal.

El primer objetivo fue determinar si la concentracién propuesta era suficiente
para extraer todo la proteina en la fraccién soluble, para lo cual se probaron

tres concentraciones de Triton X-100, 1%, 2% y 3%.

1% 2% 3%

Figura 24: SDS-PAGE de extractos de células purificados con tratamiento térmico y diferentes
concentraciones de Triton X-100 Se sembraron 10 pl de la fermentacién (muestras diluidas
1/60) por duplicado 1% vy triplicado 2 y 3%.

Como se observa en la Figura 24, el aumento de la concentracién del
detergente, no mejora la extraccion de la proteina EGasal por lo que se
decidié continuar trabajando con 1% de detergente en las soluciones de

extraccion.
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Por otra parte y debido al elevado costo del Triton X-100, se buscé expolorar

alternativas mas econdmicas que pudieran ser utilizadas a escala industrial

(Tabla 17).

Clasificacion de

i Precio Indice
acuerdo a su Detergente Caracteristicas
A o (U$S/kg) HLB
porcion hidrofilica
Similar al Triton X-
100, aunque fue
. Nonilfenol Etoxilado 10 prohibido por la
N lehlee moles directiva 2003/53/CE 4,90 13,4
del Parlamento
europeo
Liquido. Utilizado
- Alcohol laurico etoxilado frecuentemente para
No lonico 7 moles reemplazar a NF 3,70 12,3
Etox.
No I6nico Alcohol laurico etoxilado Presentacion en 63.60 13.4
9 moles forma de pasta
No I6nico Oleosol SN 700 __Poli eteres 424  ND
glicosilados grasos
Lipocol Oxo 650 (6-7
No Iénico moles de 6xido de Mezcée:oi?lscljzzholes 3,40 ND
etileno)
Anidnico SDS Sélido 1043,00 ND
Cationico Detergente amonico Liquido 9,00 ND
Aniénico Detergente sodico-QP Liquido 31,00  ND
TENSO S30
Mezcla de glicoles,
tensioactivos no
No i6énico Disolgras i6nicos, EDTA, 4,16 ND
hidréxido sdédico,
agua,antiespumantes
Solucién de
tensioactivos
Aniénico WAT-SOL anionicos, sales ND ND
alcalinas débiles y
solventes del tipo
glicol y éter de glicol.
No-lénico LQT 119,00 ND
No- I6nico Triton X-100 200,00 ND

Tabla 17: Detergentes
ND: No determinado

En primer lugar, para descartar un posible efecto negativo de los detergentes
sobre la actividad o estabilidad enzimética se incub6 un preparado de la

enzima EGasal con detergentes iénicos y no iénicos, durante 30 minutos a 80
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°C y luego se midié la actividad recuperada. Los resultados se muestran en la

Figura 25.
450 -
400 -
350 A
T 300 -
~
2 250 -
®
T 200 -
2
=
Q .
3 150
100 -~
50 A
0 - [ |
WAT-SOL | Detergente | Detergente SDS LQT Lipocol Oxo | Nonilfenol | Disolgras
Sédico 30% | amonico 650
30%
Detergentes idnicos Detergentes No I6nicos

Figura 25: Perfiles de actividad luego de incubar preparados de la enzima EGasal con una
concentracion final de 1% (P/V) de cada detergente durante 30 minutos a 80°C. Los resultados
son valores promedios y desviaciones estandar de al menos tres experimentos independientes.

Como se observa en la Figura 25, los detergentes ionicos disminuyeron
significativamente los valores de actividad EGasal, probablemente por

desnaturalizacion de la proteina.

Como préximo paso se ensayo la extraccion de la EGasal con los detergentes
gue no afectaron la actividad EGasal (Figura 25). Para ello se utilizé un cultivo
de alta densidad de células de la cepa E.coli BL21 Al con los plasmidos pKCK-
BAD-EGasal y pGro7 expresando EGasal con una actividad final de 349U/ml,
tratado con lisis térmica. La Figura 26 muestra las actividades recuperadas en

presencia de 1% (P/V) de cada uno de los detergentes.
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450 -
400 -
350 -
300 -
250 -~
200 -
150 -
100 -
50 -

o h

Actividad (U/ml)

Liopcol LQT Disolgras Nonilfenol Triton X-  Células
Oxo 650 100 enteras

Figura 26: Recuperacién de EGasal a partir del cultivo, determinado por actividad [-
glucosidasa en presencia de distintos detergentes. Los resultados son valores promedios y
desviaciones estandar de al menos tres experimentos independientes.

Los detergentes LQT y Disolgras no extraen la EGasal. Tanto con Lipocol Oxo
650 como con Nonilfenol se obtienen buenos niveles de actividad EGasal,

comparables a los obtenidos con Triton X-100.

El uso del Nonilfenol se encuentra prohibido por la directiva 2003/53/CE del
Parlamento europeo, por su impacto sobre el medio ambiente, y el Lipocol Oxo
650 es una mezcla comercial de preparados a base de alcoholes etoxilados,
pero de composicidbn desconocida. Es por ello que se buscaron nuevas
alternativas de alcoholes etoxilados para reemplazar estos detergentes
reteniendo los niveles de actividad recuperados. Se comparé entonces la
extraccibn de EGasal utilizando los detergentes que habian dado mejor
resultado en el ensayo anterior con alcohol laurico etoxilado con 7 y 9 moles

(Figura 27).
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450 -
400 -
350 -

300 -
250
200
150
100
50
0 - T T T T T

Figura 27: Extraccion de EGasal luego del calentamiento del cultivo en presencia de distintos
detergentes. Los resultados son valores promedios y desviaciones estandar de al menos tres
experimentos independientes.

Nonilfenol 1%
Lipocol oxo 1%
SN 700 1%
Celulas Enteras

Alcohol laurico etoxilado 7M
1%

Alcohol laurico etoxilado 9M
1%

Como se observa en la Figura 27, se obtuvieron valores similares de
actividades con todos los detergentes. Se decidié seleccionar Alcohol Laurico
Etoxilado de 7 moles por encima de las mezclas de composicion desconocida,
con el objetivo de no depender del proveedor, y por sobre el Alcohol Laurico
Etoxilado de 9 moles, que se presenta en forma de pasta dificultando su

manipulacion.
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4. Evaluacion y optimizacién de la actividad de la EGasal en biodiesel

Una vez optimizada la produccion de la EGasal mediante fermentacion en lote
alimentado y posterior tratamiento térmico en presencia de detergente, se
decidié buscar las mejores condiciones del tratamiento del biodiesel con la
enzima en busca de reducir costos y aumentar la eficiencia del proceso, para

favorecer su implementacién a nivel industrial.

Se determiné la influencia de diferentes factores, incluyendo el pH, la
composicién de la solucion buffer, la relaciébn agua/biodiesel, temperatura de

reaccion y la concentracion de la enzima.

Los ensayos se realizaron utilizando una muestra industrial de biodiesel de soja
crudo conteniendo 75 ppm de EG en frascos de 20 mL, con agitacién

magnética.

La Figura 28A ilustra el comportamiento de EGasal a diferentes pHs, ajustado
con soluciones buffer de citrato o fosfato. Los resultados muestran que la
enzima es mas activa a valores de pH en el rango 5,5-7,5, y presenta un

rendimiento méaximo alrededor de pH 6,75 utilizando buffer fosfato.

Para establecer las condiciones éptimas para el proceso se analizaron varias
concentraciones de buffer fosfato. La Figura 28B muestra que la concentracion

de fosfato podria reducirse a 10 mM sin alterar el rendimiento de la enzima.

De la misma forma, se analizé la concentracion optima de NaCl. La Figura 28C
muestra que las mejores condiciones de reaccion se obtuvieron para los

valores entre 6 y 50 mM, siendo la concentracion optima 20 mM de NacCl.
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El efecto de la temperatura en la hidrélisis de EG por EGasal se ilustra en la
Figura 28D. Los datos muestran que la enzima presenta una actividad maxima

a 65°C.

Finalmente, se ensay6 la concentracion minima de EGasal necesaria para
eliminar completamente los EGs del biodiesel. La Figura 28E muestra que 7 ug
de enzima por gramo de biodiesel es suficiente para lograr este objetivo en un

plazo de 2 h, un tiempo razonable para el proceso.

Los ensayos anteriores se realizaron con una cantidad de agua arbitrariamente
fijada en 15 mL por 100 g de biodiesel. Debido a que la cantidad agua en un
proceso industrial se relaciona directamente con los efluentes producidos, se
probd la reacciéon de EGasal con cantidades variables de buffer en biodiesel
crudo (Figura 28F). Se observd que el contenido de agua necesario para
obtener hidrélisis completa de EG puede reducirse a 4,5 mL por 100 g de

biodiesel, manteniendo al mismo tiempo el rendimiento enzimético.
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Figura 28. Optimizacion del tratamiento enzimatico. Influencia de los factores de reaccion
sobre la eficiencia de la hidrélisis de EG mediada por EGasal en mezclas de biodiesel de soja
crudo/agua. Condiciones experimentales: A. Mezclas biodiesel/agua 100:15, 5ug de enzimal/g
biodiésel, 70°C y buffer fosfato o citrato 50 mM de diferentes pHs, B. Mezclas de
biodiesel/agua 100:15, 5ug de enzima/g de biodiesel, 70°C, buffer fosfato (pH 6,75) a diferentes
concentraciones, C. Mezclas de biodiesel/agua 100:15, 5 pg de enzimal/g de biodiesel, buffer
fosfato 20 mM (pH 6,75), 70°C y diferentes concentraciones de NaCl, D. Mezclas de
biodiesel/agua 100:15, 5 ug de enzima/g de biodiesel, buffer fosfato 20 mM (pH 6,75), NaCl 20
mM, a diferentes temperaturas, E. Mezclas de biodiesel/agua 100:15, buffer fosfato 20 mM (pH
6,75), NaCl 20 mM, 65°C y diferentes concentraciones de EGasal, F. Mezclas de
biodiesel/agua con diferentes contenidos de agua, 5 ug de enzima/g de biodiesel, 20 mM buffer
fosfato (pH 6,75), 20 mM NacCl, 65°C. Las barras de error muestran la desviacion estandar de
tres ensayos independientes

5. Tratamiento enzimético a gran escala

Con el fin de validar el proceso enzimatico para su posterior implementacion en
plantas de produccion de biodiesel, se realizaron a continuacion experimentos
en un reactor de 15 litros con una relacion altura/diametro de 3:1 y equipado

con tres agitadores tipo Rushton (de seis palas) y cuatro deflectores. El
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diametro de los agitadores Rushton fue de 8,5 cm y el espaciado de 13 cm.
Este reactor fue elegido por su similitud geométrica con un reactor industrial
disponible en la planta de biodiesel “El Albardén”, para facilitar el posterior

escalado.

La temperatura se fijo a 65°C y el reactor fue cargado con 10 litros de biodiesel
crudo que contenia 65 ppm de EG, 0,45 litros de solucion de fosfato 20 mM a
pH 6,7, NaCl 20 mM y 7 mg de enzima EGasal/ kg de biodiesel. La Figura 29
muestra la evolucién de la reaccion en el tiempo, en tres ensayos en los cuales
se vario la velocidad de agitacion. Los mejores resultados fueron obtenidos
cuando la velocidad de agitacién fue 350 rpm (impulsor con velocidad de punta
de 1,56 m/s), hidrolizandose completamente los EG en 2 horas. Las
velocidades bajas de agitacion extendieron el tiempo necesario para eliminar
las EG, mientras que velocidades de agitacion superiores a 350 rpm

condujeron a hidrolisis incompletas.
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Figura 29: Evolucion de la reaccién de hidrélisis de EG mediada por EGasal en mezclas de
biodiesel de soja crudo/agua. Condiciones experimentales: mezclas biodiesel/agua 100:4,5,

7ug de enzimalg biodiésel, 65°C y buffer fosfato o citrato 20 mM de diferentes pH 6,7, NaCl

25mM.

El andlisis de la estabilidad proteica revel6 que la actividad de EGasal
disminuye notablemente a una velocidad de agitacion de 500 rpm (Figura 30).

134



Resultados y Discusidn. Capitulo 3

Este resultado marca un limite para la velocidad de mezcla debido a la

inestabilidad de la enzima.
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Figura 30: Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de EGasal en mezclas de biodiesel de
soja crudo/agua. Actividad B-Glucosidasa recuparada de la fase acuosa durante el curso de la
hidrélisis de EG catalizada por EGasal. Las barras de error muestran la desviacion estandar
de tres ensayos independientes.

El proceso fue finalmente escalado hasta 20 toneladas manteniendo la
velocidad de punta de paleta constante, ya que éste ha sido reportado como el
mejor criterio de escalado para dispersiones liquido-liquido en reactores
agitados, como los que se utilizaron en estos experimentos [170, 171]. El
reactor industrial utilizado tiene una relacién de altura:diametro de 3,5: 1 y
contiene tres paletas tipo Rushton (68 cm de didmetro) con seis palas cada una
y cuatro deflectores. La mezcla de biodiesel, solucion de fosfato, y enzima se
prepar6 como se ha descripto anteriormente, se mantuvo la temperatura a
65°C, y la velocidad de agitacion se fijé en 43 rpm (velocidad de la punta del

impulsor de 1,53 m/s).

El contenido de EG inicial fue de 75 ppm. La Figura 31A muestra que la
evolucion de la reaccion en el tiempo, en escala industrial, es similar a la

obtenida con el reactor de 15 L, indicando el éxito de la estrategia de escalado.
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Se realizé un andlisis SPE-GC-FID de EG de las muestras tratadas y no
tratadas para dar soporte a los datos obtenidos fluorométricamente. No se
observaron sefales correspondiente a los tres principales tipos de EG en los
cromatogramas de las muestras (figura 31B), lo que confirma la eficacia de la

tratamiento en un proceso de escala de varias toneladas.
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Figura 31: Eliminacion de EG mediada por EGasal en un reactor industrial de 20 toneladas.

Evolucion de la reaccién de hidrélisis de EG (expresado como % de conversién) en un
biodiesel comercial que contiene 75 ppm de EG, con mezclas biodiesel/agua 100:4,5, 7ug de
enzima/g biodiésel, 65°C y buffer fosfato o citrato 20 mM de diferentes pH 6,7, NaCl 25mM. Las
barras de error muestran la desviacion estandar de tres ensayos independientes. (A) Analisis
SPE GC-FID de muestras de biodiesel tratadas. Las huellas se desplazan en y para mayor
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claridad (B) Los picos se marcan como sigue: *Std estandar, glucésido de colesterilo; 1
campesteril glucosido; 2 de estigmasterilglucésido y 3 B-sitosteril glucdsido.

6. Impacto en las pruebas de calidad del biodiesel

El biodiesel debe cumplir con los diferentes estandares de calidad
especificados por cada pais consumidor de este biocombustible. Aunque
ninguna de estas especificaciones estipula un valor que limita el contenido de
EG, el biodiesel con concentraciones de EG superiores a las 20 ppm por lo
general no cumple con los estandares de las pruebas de filtrabilidad [10, 172,
173]. Sin embargo, la influencia real de los EG en el taponamiento de los filtros
sigue siendo controvertida, y la formacién de precipitados se atribuye también a
la presencia de MAGs [174]. El biodiesel tratado con EGasal representa un
excelente material con el que evaluar especificamente la influencia de los EG
en los ensayos de calidad, ya que su concentracion se reduce por debajo de 3

ppm sin alterar otros componentes presentes en la matriz de biodiesel.

Por lo tanto, se evalud el biodiesel de soja tratado con EGasal y secado, en las
siguientes pruebas: contaminacioén total (CT), prueba de filtracion en frio (del
inglés Cold Soak Filtration Test, CSFT), tendencia al bloqueo del filtro (Filter
Blocking Tendency, FBT), y tendencia al bloqueo del filtro en frio (Cold Soak

Filter Blocking Tendency, CSFBT) en paralelo.

Los resultados se muestran en la Tabla 18, demostrandose un mejoramiento
en el desempefio del biodiesel en todas las pruebas, ya que alcanza valores
marcadamente inferiores a los limites especificados para cada prueba.
Ademas, el biodiesel tratado con EGasal se comporté de forma similar al

biodiesel destilado, incluso para el riguroso ensayo CSFBT. Es importante
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destacar que el contenido de MAGs en todas las muestras de biodiesel fue

0,1%, lo que indica que en ausencia de EG, incluso altas concentraciones de

MAGs no afectan la calidad del biodiesel de soja.

Tabla 18.Resultados de los test de calidad del biodiesel

Muestra CT (ppm) CSFT (segq) FBT CSFBT
Biodiesel sin 60+4,5 458+43 4,3+1,0 6,5+1,0
Tratar
Biodiesel tratado 0,5+0,2 80+3 1,0+0,0 1,0+0,0
con EGasal
Biodiesel 0+0 7012 1,0+0,0 1,0+0,0
Destilado
Especificaciones <24 <360 <1,8 <1,8

Adicionalmente, como se observa en la Figura 32, el aspecto visual del

biodiesel, que es importante para su comercializaciébn, mejora notablemente

luego del tratamiento con la enzima, desapareciendo la turbidez caracteristica

del biodiesel crudo.

Figura 32: Biodiesel de soja seco tratado con EGasal (izquierda) y biodiesel de soja seco

previo al tratamiento enzimético.

138



Resultados y Discusidn. Capitulo 3

Discusioén:

Como punto de partida de este Capitulo se logro llevar a cabo exitosamente la
produccion de la EGasal en un volumen de 1000L. Si bien los valores de
actividad y DOgqp finales resultaron inferiores, se logro trabajar con un volumen
industrial, lo que permito tener una aproximacion real de costos, dificultades y
necesidades para la implementacién del proceso como una alternativa

enzimatica para el tratamiento del biodiesel.

El escalado se llevo a cabo adaptando el proceso a un reactor previamente
disefiado, el cual no cumplié con todos los requisitos para llevar a cabo un
escalado eficiente. Por ejemplo, la agitacion y el sistema de enfriamiento
resultaron insuficientes para la demanda del proceso optimizado, por lo que el
OD, por momentos fue menor al 30%. El caudal de alimentacién tuvo que ser
disminuido hasta un valor en el cual la cantidad de calor generado no excediera
la capacidad de refrigeracion del reactor (28 Kcal/L.hora) para regular la

temperatura.

Posteriormente se disefio un método de procesamiento del cultivo rapido,
efectivo y de bajo costo, compatible con los requerimientos industriales.
Teniendo en cuenta reportes previos [23] se utilizaron altas temperaturas para
lisar las células (80°C) lo cual permite ademas eliminar al hospedador y
desnaturalizar sus proteinas obteniendo un extracto altamente purificado.
Debido la naturaleza de la EGasal, proteina periférica de membrana, se utilizd
adicionalmente un detergente, alcohol laurico etoxilado de 7 moles al 1%, en

las soluciones de extraccion.

Luego de probar la factibilidad y robustez del escalado de la produccion de la

EGasal por un lado, y optimizando y escalando hasta voliumenes industriales
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el tratamiento enzimatico del biodiesel por otro, hemos determinado que la
cantidad de caldo de fermentacion requerido para la eliminacion enzimatica de
EG es de aproximadamente 1L por tonelada de biodiesel crudo industrial de
soja. Segun estudios de costos realizados por nuestro grupo, el costo de la
produccion industrial de EGasal por fermentacidon en E. coli y extraccion-
purificacion por termdlisis en presencia de alcohol laurico etoxilado y posterior

centrifugacion estaria muy por debajo de US$ 1 por litro.

La Tabla 19 describe un andlisis simplificado de costos para un proceso de
producciéon donde puede observarse que el uso de un fermentador de 10 mil
litros podria abastecer la necesidad total de enzima para limpiar el 80% de la
totalidad de biodiesel producido en nuestro pais (considerando 2 millones de
toneladas anuales) utilizando la tecnologia propuesta. El modelo considera que
la planta podria realizar 165 fermentaciones anuales, con un ciclo de duracion,
considerando tiempos muertos, es de 2 dias y 35 dias de parada de planta;

estandares de produccion alcanzables en base a nuestra experiencia.

Los costos de las instalaciones de fermentacion estan comprendidos dentro del

rubro "costo de capital”.
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Cantidad Egasa necesaria para

Insumos 0,19 limpiar una tonelada de Bio (Q) 7,00
Redimiento de fermentacion (g
Staff 0,11 Enzimall) 7,00
. Cantidad de fermentaciones
Consumibles 0,07 anuales 165,00
Capex 0,12 Salarios Staff 184.000
Energia 0,09 Vol fermentador 10.000
Costo por litro de .
fermentacion procesado 0,59 Costo capital 2.000.000
Amortizacion equipos (afios) 10,00
Costo produccion EGasal Consumibles annual (filtros,
para limpiar una tonelada 0,59 electrodos, repuestos varios, etc. 120.000
de bio Incluye mantenimiento de equipos)
Duracion ciclo fermentacion, 200
limpieza y esterilizacion (dias) '
Produccion EGasal anual (kg) 11.550
Toneladas de Bio que pueden
tratarse 1.650.000
Fraccion del afio que dura la 1
campania

Tabla 19. Andlisis de costo (en dolares estadounidenses) para el proceso de produccién
propuesto para EGasal.

Considerando que el costo de la eliminacibn de EG por destilacion se
encuentra entre US$20 y US$35 por tonelada, el proceso de remocion
enzimatico utilizando EGasal presentado resulta una alternativa altamente

rentable para la implementacion de este proceso ecolégico a escala industrial.

La optimizacién de las condiciones de trabajo redujo, ademas de la cantidad de
enzima necesaria para la eliminacion completa del contaminante EG, la
cantidad de agua utilizada en la hidrolisis al 4,5% del volumen de biodiesel
tratado, lo que disminuy0 la cantidad de agua residual que se genera. Ademas,
la concentracion de iones presentes en el buffer de hidrolisis se redujo para
producir un biodiesel que cumple con los requisitos de la norma ASTM D6751 y

Norma EN14214.

La temperatura Optima de hidrolisis, 65°C, coincide con la temperatura a la

salida del lavado del biodiesel, punto del proceso de produccion de biodiesel
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para plantas Lurgi y Desmet lo que permitiria insertar el tratamiento enzimético
en este punto sin el impacto en los costos que generaria tener que elevar la

temperatura (Figura 33).
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Figura 33: Ejemplo de Insercion del proceso enzimatico Keclon en la unidad 11 de
transesterificacion de una planta Lurgi. La unidad enzimatica es llamada U30.

El proceso se escal6 exitosamente hasta 20 toneladas usando un reactor
agitado, en el cual 7g de EGasal por tonelada de biodiesel eliminaron por

completo las 75 ppm de EG presentes en la muestra en aproximadamente 2 h.

Si bien los EG no se miden directamente en biodiesel de forma rutinaria debido
a dificultades técnicas, su presencia tiene un profundo impacto en las pruebas
de calidad, incluyendo TC, CSFT, FBT y CSFBT [10]. Los resultados de estas
pruebas de calidad obtenidos con el biodiesel tratado con EGasal son en todos
los casos comparables a los del biodiesel destilado, indicando la eficiencia de
el proceso enziméatico desarrollado en la provision de un biodiesel de calidad

superior.
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El proceso enzimatico aqui presentado es el primer reporte de tratamiento
biodiesel capaz de reducir los EG presentes en un biodiesel comercial estandar
de soja a los niveles requeridos para pasar pruebas de calidad tan rigurosas
como FBT y CSFBT, impuestas por los mercados de Australia y Canada,

respectivamente [16].
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La eliminacién de EG utilizando una tecnologia enzimatica propone un proceso
amigable con el medio ambiente, coherente con el objetivo de fondo de la
produccion de energias renovables.Este trabajo de tesis propone producir la
enzima EGasal utilizando un proceso de fermentacion a un costo que haga

viable su implementacion industrial.

Para lograr este objetivo se disefid6 una estrategia multifactorial que incluyo:
ingenieria del organismo productor, uso de herramientas de biologia sintética
para maximizar expresion del gen codificante para EGasal (Capitulo 1), disefio
y optimizacién del proceso de fermentacion (Capitulo 2) y escalado de la
produccion, desarrollo de un proceso de downstream para la recuperacion de

EGasal y tratamiento enzimético el biodiesel (Capitulo 3).
En el Capitulo 1:

v Se selecciond la version del gen sintético de la enzima de interés con su
uso de codones optimizado tanto para E. coli como para S. sereviciae,
para su expresion en el hospedador E. coli.

v Se aumentd un 40% la expresion inicial mediante la seleccién del
promotor pBAD, dentro de una coleccion de promotores evaludos,
utilizando un inductor econémico como la L-arabinosa.

v Con la incorporacion del sistema de chaperonas moleculares GroES-
GroEL se consiguio incrementar tres veces la actividad de la enzima.

v Se optimizaron las condiciones del proceso: temperatura y punto de
induccidn, y concentracién de inductor. Se encontré6 que los mejores
niveles de actividad determinados a través del sustrato B-glucosidasa se
obtuvieron cuando pGro7 y pKCN-BAD-EGasal se indujeron en la fase

exponencial de crecimiento con 0,5 g/L de L-arabinosa, a 37°C.
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En el Capitulo 2

v Se seleccionaron dos genes que se encuentran expresados en bajos
niveles en los cultivos a altas densidades celulares, glpF que codifica
para un transportador de glicerol y prsA una enzima clave para la
biosintesis del precursor 5-fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP), involucrada
en la ruta biosintética de nucledétidos y aminoacidos.

v Al sobre-expresarlos junto a la EGasal y las chaperonas GroES-GroEL
las mayores actividades EGasal se obtuvieron con las construcciones
pKCN207 (egasal-groES-groEL-glpF-prsA) y pKCN196 (egasal-groES-
groEL), aunque ninguna mejoré el nivel de actividad obtenido por la
expresion desde los plasmidos pKCN-BAD-EGasal y pGro7 por
separado.

v Se incorporo a la cepa hospedadora BL21 Al los genes del catabolismo
de la sacarosa cscAKB, obteniendo la cepa NK5 capaz de crecer en
sacarosa como Unica fuente de carbono.

v Se evaluo la fuente de carbono a utilizar para optimizar el rendimiento de
las fermentaciones en lote alimentado. Los sustratos seleccionados
fueron: glucosa, sacarosa, glicerol en su forma refinada y cruda.

v Los mayores niveles de actividad EGasal se obtuvieron con glucosa.

v Debido a la ventaja econdmica que genera y a que es un subproducto
de la industria del biodiesel, se selecciono al glicerol como fuente de
carbono preferencial para las fermentaciones siguientes.

v Se redisefid el medio salino HM, con la finalidad de obtener un medio

mas simple y reducir los costos de produccion, asi se obtuvo al medio
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definido Fantasia: KH,PO4 y NaOH (27,8 g/L y 1,32 gL
respectivamente).

v Se analizaron diferentes perfiles de post-induccion y se determino que el
flujo de alimentacion mas adecuado es el constante de 12 g/L/h.

v Se determind que la C:N Optima en la solucion de alimentacion es 5.

Con la misma se obtuvo el mayor valor de actividad EGasal, 466 U/ml.
En el Capitulo 3:

v Se escalo el proceso de produccion de la enzima exitosamente hasta
1000L.

v Se establecieron las condiciones de lisis: calentamiento a 80°C, durante
20 minutos con el agregado de 1% de alcohol lauricoetoxilado de 7
moles.

v Se optimizaron de las condiciones de hidrélisis enzimatica en biodiesel:
se redujo la cantidad de enzima necesaria para la eliminacion completa
de los EG a 7ug por gramo de biodiesel, y la cantidad de agua utilizada
en la hidrdlisis al 4,5% del volumen de biodiesel tratado, lo que
disminuyd la cantidad de agua residual que se genera.

v La concentracion de iones presentes en el buffer de hidrélisis se redujo
disminuyendo la concentracion del buffer fosfato a 10 mM y la del NaCl a
20 mM.

v En cuanto a la temperatura y pH Optimos de hidrdlisis los resultados
fueron 6,75 y 65°C respectivamente.

v El proceso de tratamiento se escalo exitosamente hasta 20 toneladas

usando un reactor agitado, en el cual 7g de EGasal por tonelada de
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biodiesel eliminaron por completo las 75 ppm de EG presentes en la
muestra en aproximadamente 2 h.

Los resultados de las pruebas de calidad TC, CSFT, FBT y CSFBT
obtenidos con el biodiesel tratado con EGasal son en todos los casos

comparables a los del biodiesel destilado.
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