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Resumen

Actualmente las proteasas alcalinas son ampliamente utilizadas en la industria
del cuero, en distintas formulaciones de detergentes, también en el proceso de
recuperacion de plata, y en la produccion de hidrolizados de proteinas. Cominmente,
todas estas proteasas se obtienen de fuentes microbianas que crecen en sustrato
relativamente caros. Muchos estudios demuestran que cerca del 40 % del costo de
produccion de estas enzimas esta relacionada con la composicion del medio de cultivo.
Para reducir el costo de produccion es importante la blusqueda de microorganismos
capaces de crecer y de producir suficiente cantidad de la enzima usando sustratos
baratos. En este sentido desechos de naturaleza queratinica tienen un enorme potencial
para ser utilizados como sustrato para la produccién de un grupo de enzimas
proteoliticas llamado queratinasas, las cuales presentan la capacidad de hidrolizar la
queratina, proteina sumamente resistente a la degradacion por su estructura y por la
presencia en su molécula de puentes disulfuro. En el presente trabajo de tesis seis cepas
de hongos no patdgenos aislados de suelos alcalinos de la provincia de Buenos Aires,
Argentina, (Acremonium murorum, Aspergillus sidowii, Cladosporium cladosporioides,
Neurospora tetrasperma, Purpureocillium lilacinum (ex Paecilomyces lilacinus) y
Westerdikella dispersa) fueron evaluados de acuerdo a su capacidad de producir
enzimas queratinoliticas. Entre estas cepas, P. lilacinum result6 ser el hongo con mayor
produccion de actividad proteolitica y queratinolitica, tanto en fermentacion en sustrato
solido como en sumergido, siendo seleccionado para continuar con este trabajo. Se
establecieron las condiciones Optimas de cultivo para la produccién enzimatica
utilizando disefios experimentales y la metodologia de superficie de respuesta. Las
condiciones optimas fueron: 7.10 g/l de glucosa; 0.0065 mg/l de CaCl, y pH inicial de
5.60; en estas condiciones de cultivo, el rendimiento maximo para la produccion de
queratinasas predijo por el modelo fue de 26.7 U azo/ml. La validacion del modelo
demostré que tanto el polinomio como las correspondientes superficies de respuesta



obtenidas describen adecuadamente la influencia de la concentracién de glucosa, de
calcio y el pH inicial en la produccion de queratinasas. Luego de la optimizacion del
medio de cultivo se procedio a la purificacion de la enzima, las etapas involucradas en
la purificacion fueron la precipitacion con sulfato de amonio y distintas técnicas
cromatograficas de intercambio i6nico y permeacion en gel, con un factor de
purificacion de 19.8 veces y una actividad especifica de 1430 U/mg de proteina. El peso
molecular de la enzima -determinado por SDS —PAGE- fue de 37 kDa. La queratinasa
extracelular de P. lilacinum se caracteriza por su apreciable estabilidad en un amplio
intervalo de pH (4.0 a 9.0), y hasta 65 °C. La inhibicion que presenta frente a PMSF
(98,2 % de la inhibicidn) sugiere su naturaleza serinica. La enzima es activa y estable en
presencia de solventes organicos tales como dimetilsulfoxido, metanol, e isopropanol;
ciertos tensioactivos como Triton X-100, dodecilsulfato de sodio, y Tween 85, y agentes
oxidante como el peroxido de hidrégeno. Sus pardmetros cinéticos de inactivacion
térmica fueron estimados bajo diferentes condiciones y fue posible observar cdmo
afectan calcio, el glicerol y el propilenglicol a la estabilidad térmica de la enzima. Se
investigé la inmovilizacion covalente de la queratinasa pura sobre un soporte de
quitosan, optimizando la concentracion de los agentes entrecruzantes glutaraldehido y
genipina, asi como también el tiempo de activacion. La enzima inmovilizada present6
mayor estabilidad frente a pH y temperaturas extremas en comparacién con la enzima
libre, ademas retiene 61.37 % de la actividad enzimatica inicial después de cinco ciclos
de hidrolisis. Se estudiaron las potenciales aplicaciones biotecnolégicas del extracto
enzimatico, entre ellas se estudid6 por su compatibilidad y estabilidad frente a
detergentes comerciales (7 mg / ml) como Ariel y Skip, observandose que éste retiene
mas de 70 % de su actividad proteolitica inicial después de 1 h de incubacién a 40 °C.
La simulacién de lavado reveld que el extracto era capaz de eliminar eficazmente las
manchas de sangre. Se estudié también la posibilidad de utilizar este extracto
enzimatico en la recuperacion de plata a partir de placas radiograficas usadas. En dosis
de enzima de 6,9 U azoc/ml y a 60 °C, la eliminacion completa de la capa de gelatina
con la liberacion completa de las particulas de plata se alcanzé en 6 min a pH 9.0. Por
ualtimo, P. lilacinum ademas de producir enzimas queratinoliticas con la produccion de
paralela de amonio, mostrd la capacidad producir sideroforos y acido indolacético
(IAA) al crecer con residuo pelo como sustrato en presencia de Trp y baja concentracion
de hierro. Se realizaron ensayos a nivel de invernadero con plantas de tomate,

encontrandose que, en términos de peso seco, el hidrolizado mostro un efecto similar al



del fertilizante de referencia. Ademaés, el hidrolizado demostr6 poseer actividad
antifungica contra varios patdégenos de las plantas. Estos resultados indican el potencial
biotecnolodgico tanto del extracto enzimatico como el de la enzima pura de P. lilacinum
siendo interesante ademas la capacidad del hongo de producir esta enzima utilizando un
como sustrato un residuo de valor nulo, con lo cual seria de esperar que su costo de

produccion resulte relativamente bajo.
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Abstract

At present alkaline proteases are widely used in leather processing, detergent
formulations, silver recovery process, and in the production of protein hydrolysates. All
alkaline proteases are derived from microbial sources that grow on expensive growth
substrate. Many studies showed that nearly 40 % of the production costs of these
proteases are accounted for by the growth substrate. To reduce the production cost it is
important to search for microorganisms capable of growing and producing enough
amount of the enzyme using cheap substrates. In this regard keratinaceous wastes ie.
hair waste has an enormous potential to serve as growth substrates for a group of
proteolytic enzymes called keratinases which have the capability to hydrolyze keratin.
In this study six non-pathogenic fungal strains isolated from alkaline soils of Buenos
Aires Province, Argentina (Acremonium murorum, Aspergillus sidowii, Cladosporium
cladosporioides, Neurospora tetrasperma, Purpureocillium lilacinum (formerly
Paecilomyces lilacinus) and Westerdikella dispersa) were tested for their ability to
produce keratinolytic enzymes. Among these strains, P. lilacinum produced the highest
proteolytic and keratinolytic activity, both in solid-state and submerged fermentations
and was further selected to continue the work. The optimal conditions for proteolytic
activity were established with aid of experimental design and response surface
methodology. The optimal conditions were determined as 7.10 g/l of glucose; 0.0065
mg/l of CaCl; and initial pH of 5.60; at this condition the maximum Keratinase yield
predicted was 26.7 U/ml. keratinase purification involved precipitation with ammonium
sulphate and chromatographic techniques of ion exchange and gel permeation. The final
sample obtained after purification steps presents a purification factor of 19.8 fold and
specific activity of 1430 U/mg of protein. The molecular weight of the enzyme,
determined by SDS-PAGE, was 37 kDa. The extracellular keratinase of P. lilacinum
was characterized by its appreciable stability over a broad pH range (from 4.0 to 9.0),
and up to 65 °C, along with its strong inhibition by phenylmethylsulphonyl fluoride
among the protease inhibitors tested (98.2% of inhibition), thus suggesting its nature as
a serine protease. The enzyme was active and stable in the presence of organic solvents
such as dimethylsulfoxide, methanol, and isopropanol; certain surfactants such as Triton

X-100, sodium dodecylsulfate, and Tween 85; and bleaching agents such as hydrogen



peroxide. The kinetics parameters for thermal keratinase inactivation, under different
conditions were estimated. It was possible to observe that calcium affect significantly
the thermal stability of the enzyme. The developing of a chitosan support for covalent
immobilization of the purified keratinase was investigated. The effects of different
glutaraldehyde and genipin concentration, as well as, the activation time required for
chitosan beads on the enzyme immobilization were investigated. The immobilized
enzyme presented higher thermal and pH stability when compared with free one,
besides it retained 61.37 % of the initial enzyme activity after five cycles of reuse.

Crude extract was tested for its compatibility with commercial detergents (7 mg/ml)
such as Ariel and Skip, retaining more than 70 % of its proteolytic activity in all
detergents after 1 h of incubation at 40 °C.Wash performance analysis revealed that this
protease could effectively remove blood stains. It was also tested for the recovery of
silver from used x-ray films. At enzyme dose of 6.9 U/ml and at 60 °C complete
removal of the gelatin layer of used x-ray films was achieved within 6 min at pH 9.0. P.
lilacinum showed the capability not only to produce keratinolytic activity, but also to
produce ammonia, siderophores and indoleacetic acid (IAA) when grow using hair
waste as substrate. Using 21-day plat growth assays on tomatoes, the hydrolysate and
reference fertilizer were compared. In terms of weight, the hydrolysate showed similar
effect as that of the fertilizer. In addition, the hydrolysate showed antifungal activity
against several plant pathogens. These results indicate the potential of P. lilacinum
keratinase for multipurpose industrial application. Because the fungus produces the

enzyme using a cheap substrate, its production cost is expected to be very low.
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Queratinas

Las queratinas, proteinas estructurales, fibrosas e insolubles encontradas
principalmente en vertebrados, son los principales componentes de la piel y sus
apéndices (pelos, plumas, ufias, cuernos, pezufias y lana). Las caracteristicas principales
son su gran estabilidad y resistencia a la degradacion por parte de proteasas comunes
debido a su empaquetamiento compacto y a la presencia de puentes disulfuro. Las
subunidades béasicas de estas proteinas se dividen en dos grandes grupos: las queratinas
acidas y las queratinas basicas (y neutras). Existen alrededor de veinte subunidades
basicas, denominadas del uno al veinte como ki, K..., Ky. Las ocho primeras son
queratinas basicas o neutras, mientras que las restantes son queratinas acidas. La union
de estas subunidades da lugar a distintos tipos de queratinas. Hasta hoy, se han descripto
al menos treinta tipos distintos de queratinas. Cada cadena polipeptidica (estructura
primaria) posee un dominio helicoidal de alrededor de 310 aminoacidos y se encuentra
flanqueada por una cabeza més corta (dominio N-terminal) y una cola (dominio C-
terminal) no helicoidales que se cree que tienen una conformacion flexible (Bragulla &
Homberger, 2009). Estas cadenas polipeptidicas se empaquetan formando dos tipos de
estructuras secundarias: o-hélice u hoja B-plegada. Una primera clasificacion de las
queratinas se realiza de acuerdo a su empaquetamiento en a-queratinas (pelos, ufias,
lana y extracto cérneo) y B-queratinas (plumas). Estas cadenas (independientemente de
su configuracion) se disponen en forma paralela para formar micro y macro fibrillas que

le confieren estabilidad a la molécula de queratina (Kreplak et al., 2004).

El modelo de empaquetamiento de la queratina, comienza con dos cadenas
polipeptidicas las cuales se enrollan en una disposicion caracteristica de cabeza-cola
para formar un dimero, varios dimeros luego se ensamblan formando un protofilamento

y dos de estos protofilamentos constituyen luego una protofibrilla (Figura 1).
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Figura 1. Modelo de empaquetamiento de a-queratina

Cuatro protofibrillas constituiran una microfibrilla, la cual se asociara con otras
microfibrillas para formar una macrofibrilla. Los puentes disulfuro ocurren entre las
protofibrillas y también entre las microfibrillas, son éstos junto con enlaces del tipo
puentes de hidrégeno, interacciones hidrofdbicas y enlaces salinos los que confieren
estabilidad mecanica y resistencia a la degradacion tan caracteristica de estas proteinas
(Voet & Voet, 1995).

Como se menciond anteriormente, las queratinas pueden clasificarse de acuerdo
a su estructura secundaria 0 empaquetamiento en a y - queratinas. Existe una segunda
clasificacion de estas proteinas de acuerdo al contenido de residuos de cisteina que
posea Se clasifican en queratinas blandas (soft keratins) y queratinas duras (hard
keratins). Las queratinas blandas presentan muy bajo contenido de cisteinas y por ende
un bajo contenido de puentes disulfuro (hasta un 2% de residuos de cisteinas) y son las
que forman parte del estrato corneo de la piel, en tanto que las queratinas duras son
aquellas que presentan un alto contenido de cisteinas. En este ultimo grupo se
encuentran a-queratinas de pelos y lana (10.5-17 % de residuos de cisteinas (Barone et
al., 2005; Brandelli et al., 2010) y B-queratinas de plumas (4.2-7.6 % de residuos de
cisteinas) (Takahashi et al., 2004; Bertsch & Coello, 2005).

Las queratinas como residuos agroindustriales
Los pelos y las plumas son los dos principales residuos de naturaleza queratinica
producidos por actividades agroindustriales y presentan un serio problema ambiental
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debido a su escasa utilidad como materia prima y la consecuente necesidad de
disposicion (Gupta & Ramnani, 2006; Brandelli et al., 2010).

La economia de Argentina se ha basado tradicionalmente en la agricultura e
industrias relacionadas. Tanto la ganaderia (ganado vacuno, ovino y aves de corral)
como los cereales han sido el baluarte de su riqueza, y sus productos carnicos se
encuentran entre los mejores del mundo. En el afio 2012 habia en la Argentina alrededor
de 53 millones de cabezas de ganado (vacuno, ovino, porcino, equino y caprino), de las
cuales el 70 % correspondia a ganado bovino (Shorthorn, Heresford, Aberdeen Angus y
Holando argentino) seguido por el 18 % de ganado ovino, con una faena estimada en
4.75 millones de cabezas de ganado bovino en los primeros 6 meses del mismo afio.
Ligada a esta actividad ganadera se encuentran las curtiembres. Estas, junto con los
frigorificos, las empresas petroleras y de galvanoplastia representan uno de los sectores
productivos mas contaminantes del pais. El curtido de cuero fue una de las primeras
industrias en desarrollarse en la Argentina y desde entonces se destaca por su
participacién en las exportaciones nacionales. Los primeros pasos de la industria se
remonta hacia fines del siglo XV1I donde el cuero era el producto principal y la carne un
subproducto de éste. Este sector se constituye como la industria tradicional de nuestro
pais hacia el siglo XIX en conjunto con el desarrollo de la ganaderia y la industria
frigorifica. La produccién de cuero bovino producido fluctué entre las 333.6 mil
toneladas en el afio 2004 y las 359 mil toneladas en el afio 2008. Durante el afio 2009, el
sector de curtiembre tuvo una produccion anual de 3.331 millones de pesos (total de
ventas). El sector curtidor se ha concentrado mayoritariamente en las provincias de
Buenos Aires y Santa Fe, aunque existen numerosos establecimientos en Cordoba, San
Luis, Mendoza y Entre Rios. En la actualidad, en la Cuenca Matanza-Riachuelo existen
247 curtiembres, de las cuales 196 estan en actividad. El proceso del curtido del cuero
es una actividad quimica muy intensiva que genera importantes volimenes de residuos,
tanto solidos como liquidos, con una combinacion extremadamente compleja de
compuestos organicos e inorganicos, que hacen —como se mencion0 anteriormente- que
el sector sea altamente contaminante. Dentro de estos residuos se encuentra un residuo
de naturaleza queratinica llamado residuo pelo. Este residuo sélido generado a partir de
un proceso de depilado conservador del pelo vacuno es en la actualidad dispuesto

totalmente en los rellenos sanitarios.
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Figura 2. Fulones de procesamiento de pieles (derecha) y residuo pelo proveniente de un

depilado conservador del pelo (izquierda)

En cuanto a la industria avicola, Argentina ha experimentado un fuerte
crecimiento durante los Ultimos afios, tanto en mercados locales como internacionales.
A nivel nacional, en el afio 2003 se produjeron 740 mil toneladas de pollo, con un
consumo por habitante de casi 21 kilos anuales y una exportacion de 25 mil toneladas.
De acuerdo con el Centro de Empresas Procesadoras Avicolas, en el afio 2012, esta cifra
aumento a 2 millones de toneladas, con un consumo de 42 kilos para el mercado interno
y exportaciones por 300 mil toneladas, observandose entonces un crecimiento
exponencial. En términos de faena, durante el Gltimo afio se procesaron alrededor de
733 millones de pollos. La provincia de Entre Rios es sin duda la que mayor cantidad de
granjas avicolas concentra en el pais, con méas de 2500 granjas productoras de pollos de
engorde y huevos. Considerando un peso promedio de 2.5 Kg de un ejemplar adulto y,
teniendo en cuenta el hecho de que la pluma constituye casi 8.5 % del peso total de un
pollo, la cantidad de residuos solidos generados en el dltimo afio seria de
aproximadamente 155 millones de kilogramos. EE.UU. e India han producido

anualmente alrededor de 140 y 1044 millones de kilos, respectivamente.

Actualmente, en nuestro pais, una pequefia porcion de este residuo queratinico es
destinado a la produccion de harina de plumas que luego se exporta como alimento para
peces, siendo Chile el principal consumidor de este producto, mientras que la mayor
parte es incinerada o depositada como residuo sélido en rellenos sanitarios, generando
un gasto extra a las empresas. EI método tradicional y més utilizado para la obtencion

de harina de plumas consiste en un tratamiento térmico con alta presion, en el cual las
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plumas son sometidas a temperaturas de 150 °C - 160 °C hasta por 60 minutos con
presiones de hasta 3.5 bares. Este método da origen a una harina de plumas en cuya
composicion se presenta en desequilibrio en aminoéacidos esenciales, con déficit en
metionina, lisina y triptéfano, por ser éstos labiles al calor. Ademas de presentar baja

digestibilidad por animales monogastricos adultos (Riffel & Brandelli, 2006).

Figura 3. Residuos de las empresas avicolas. Las garras, picos, plumas salen como un todo y se

trasladan en camiones para su disposicion final.

Por lo tanto, tanto las curtiembres y las empresas avicolas, son hoy en Argentina dos
sectores altamente contaminantes, productores de una inmensa cantidad de residuos
solidos de naturaleza queratinica, los cuales en su mayoria son dispuestos en rellenos
sanitarios sin tener en cuenta el potencial que revisten. Dado que son casi totalmente
proteina (90 % de su composicion es queratina), el tratamiento biolégico de estos
residuos es una opcion atractiva y potencialmente viable que da origen a productos con
alto valor agregado, disminucion de la contaminacion ambiental y menor consumo de

energia.

Microorganismos queratinoliticos — Queratinasas microbianas

A pesar de su naturaleza recalcitrante y la elevada resistencia a la degradacion,
las queratinas no se acumulan en la naturaleza, poniendo en evidencia la existencia de
microorganismos queratinoliticos que son capaces de degradar esta proteina. Los
microorganismos queratinoliticos son aquellos microorganismos capaces no sélo de

colonizar sino también degradar la queratina gracias a la capacidad de los mismos de
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producir enzimas proteoliticas especificas llamadas queratinasas (Onifade et al., 1998;
Filipello Marchisio et al., 2000; Kunert, 2000). Estos microorganismos se encuentran en
una gran variedad de hébitats con diferentes condiciones ambientales y ecoldgicas,
revelando la amplia capacidad de degradar distintos tipos de queratinas y otros sustratos
proteicos compactos. Han sido aislados en ambientes tan extremos como suelos
antarticos y aguas termales, incluyendo ambientes aerdbicos como anaerdbicos, y entre
ellos se encuentran bacterias, hongos y actinomicetos (Lucas et al., 2003; Eliades et al.,
2010; Bach et al., 2011). Sin embargo, su presencia y distribucion dependen de la
disponibilidad de queratina, y en este sentido tanto el hombre como los animales ejercen
una presion selectiva positiva en el ambiente (Rao et al., 1998; Filipello Marchisio et
al., 2000).

Dentro del grupo de las bacterias Gram-positivas, el género Bacillus es sin duda
el que mayor reporte de produccién de queratinasas tiene. Diversas cepas de B.
licheniformis (Lin et al., 1999; Okoroma et al., 2012), B. subtilis (Macedo et al., 2005;
Balaji et al., 2008), B. cereus (Ghosh et al., 2008) y B. pumilis (Kumar et al., 2008) son
descriptas como queratinoliticas. Es mas, B. licheniformis es la fuente de la primer
enzima queratinolitica comercializada a nivel mundial conocida con el nombre de

Versazyme®, desarrollada por Shih y colaboradores para Bioresource International, Inc.

Ciertas cepas termofilas y alcalofilicas dentro del género Bacillus también han
sido reportadas como queratinoliticas, y entre ellas se encuentran B. halodurans AH-
101 (Takami et al., 1989), B. pseudofirmus AL-89 y FA30-01 (Gessesse et al., 2003a;
Kojima et al., 2006). Fuera del género Bacillus, otras bacterias Gram-positivas también
han sido reportadas como productoras de queratinasas: Lysobacter NCIMB 9497
(Allpress et al., 2002), Kocuria rosea (Bernal et al., 2006), Kytococcus sedentarius
(Longshaw et al., 2002), Clostridium sporogenes bv. pennavorans bv. nov (lonata et al.,
2008) y Microbacterium sp. kr10 (Thys et al., 2004).

El género Streptomyces -dentro de los actinomicetes- es el género reportado con
mayor frecuencia como productor de enzimas queratinoliticas y algunos de ellos como
S. flavis 2BG han sido aislados de lugares remotos como suelos antarticos (Gushterova
et al., 2005). Dentro de las especies termofilas se encuentran S. gulbaguensis (Syed et
al., 2009), S. thermoviolaceus (Chitte et al., 1999) y S. thermonitrificans (Mohamedin,
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1999) y dentro de las mesofilas S. pactum DSM 40530 (Bockle et al., 1995), S.
graminofaciens (Szabd et al., 2000) y S. albidoflavus K 1-02 (Bressollier et al., 1999).

Comparadas con las bacterias Gram-positivas, las bacterias Gram-negativas
reportadas como productoras de enzimas queratinoliticas son relativamente escasas, se
pueden mencionar entre ellas Aeromonas sp. (Bach et al., 2011), Vibrio sp kr2 (Sangali
& Brandelli, 2000), Chryseobacterium spp. (Riffel et al., 2003; Wang et al., 2008),
Serratia spp. (Khardenavis et al., 2009) y Stenotrophomonas (Xanthomonas) spp. (Cao
et al., 2009). Fervidobacterium pennavorans (Friedrich & Antranikian, 1996),
Fervidobacterium islandicum (Nam et al., 2002) y Meiothermus ruber H328 (Suzuki et
al., 2006) han sido aislados de aguas termales, respiraderos solfataricos y areas

volcéanicas.

Dentro de las especies fungicas reportadas como queratinoliticas encontramos
aquellas de importancia médica (dermatofitos) como Trichophyton y Microsporum
(Wawrzkiewicz et al., 1991; Filipello Marchisio et al., 2000; Moallaei et al., 2006), y
hongos no dermatofitos como Aspergillus (Santos et al., 1996; Farag & Hassan, 2004),
Trichoderma (Cao et al., 2008), Doratomyces (Gradisar et al., 2000), Myrothecium
(Moreira-Gasparin et al., 2009), Paecilomyces (Gradisar et al., 2005; Cavello et al.,
2012)y también Acremonium, Alternaria, Beauveria, Curvularia y Penicillium
(Marcondes et al., 2008; Eliades et al., 2010).

Enzimas proteoliticas

Las enzimas proteoliticas son un grupo de enzimas que hidrolizan los enlaces
peptidicos en solucidn acuosa través de la adicion de agua entre los enlaces peptidicos
(Beg & Gupta, 2003). Pertenecen al grupo de las hidrolasas y son constituyentes
esenciales de todas las formas de vida en la Tierra, incluyendo procariotas, hongos,
plantas y animales. Constituyen uno de los grupos mas importantes de enzimas
comerciales con extensa aplicacion en diferentes sectores industriales como lo son la
industria de los detergentes, la industria alimenticia, la industria del cuero, en la
industria farmacéutica, en el tratamiento de residuos, sintesis de péptidos, etc (Godfrey,
1996; Onifade et al., 1998; Rao et al., 1998). La mayoria de las enzimas proteoliticas

que se encuentran en el mercado son de origen bacteriano o fungico y representan cerca
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del 60 % del total de las ventas mundiales de enzimas (Gupta et al., 2002; Shankar et
al., 2011).

En la industria de los detergentes, el uso de enzimas proteoliticas como aditivos
ayuda a la remocion de manchas proteicas como sangre, huevo, aquellas generadas del
roce de las prendas con la piel, etc. mejorando la eficiencia del lavado por estos
detergentes. Los detergentes comerciales trabajan a pHs alcalinos y contienen en su
formulacién surfactantes, agentes blanqueadores, perfumes y agentes secuestrantes o
quelantes, estos Ultimos destinados a contrarrestar la dureza del agua de lavado. Asi, las
proteasas destinadas al uso en detergentes deben cumplir con ciertos requisitos entre los
que se encuentran: ser compatibles y estables frente a dichos compuestos y a pH
alcalinos (Kumar & Takagi, 1999; Banik & Prakash, 2004). Desafortunadamente, pocas
de las proteasas utilizadas actualmente en esta industria poseen estas caracteristicas
(Gupta et al., 2002; Joo et al., 2004).

En la industria alimenticia, las proteasas han sido utilizadas en queseria,
panificacién, en la produccion de aspartame, en la produccion de derivados de la soja,
etc (Rao et al., 1998). Por otro lado y relacionado con la industria alimenticia animal, la
demanda mundial de productos carnicos como pollos, carnes vacunas y cerdos para
consumo humano lleva a la necesidad de produccidon a gran escala de suplementos
alimenticios o hidrolizados proteicos para la alimentacion animal. Entre los suplementos
alimenticios se encuentran la harina de plumas, la harina de hueso, de sangre y de
pescado. Para la produccion de estos aditivos se utilizan métodos fisicos y quimicos que
terminan por disminuir el contenido de amino&cidos esenciales en estos productos
haciendo que la utilizacion de enzimas para su produccion sea cada vez mejor visto
(Gupta & Ramnani, 2006).

En las curtiembres, los depilados convencionales conducen a tener una elevada
carga orgéanica en el efluente debido a la destruccion incontrolada del pelo por el uso de
sulfuro de sodio y cal, ademas de aportar la totalidad del sulfuro presente en el efluente
de la ribera. A partir de la década del '90 se han desarrollado diferentes depilados
conservadores del pelo para reducir la carga organica, el contenido de sulfuro, y de los
solidos suspendidos sedimentables. Las proteasas son comunmente utilizadas en el

procesamiento de las pieles en las etapas que conforman el proceso de ribera (remojo,

10
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purga y depilado). El uso de estas enzimas en el proceso de depilado ayudan a reducir e
incluso podrian evitar en uso de cal y sulfuro, ofreciendo enormes beneficios
ambientales (Rao et al., 1998; Gupta et al., 2002). Sin embargo, el uso de las proteasas
es aun limitado en este tipo de industrias, no solo por el costo de produccion de las
mismas, sino también por la baja especificidad que poseen éstas poseen (Foroughi et al.,
2006).

La amplia diversidad y especifidad que presentan las proteasas es de gran
ventaja a la hora de desarrollar agentes terapéuticos eficaces. Por ejemplo, la
administracion por via oral de proteasas de Aspergillus oryzae (Luizym y Nortase®) es
actualmente utilizada para corregir ciertas deficiencias de enzimas liticas. Enzimas
proteoliticas como una colagenasa clostridial o una subtilisin proteasa han sido
utilizadas en combinacion con antibioticos de amplio espectro para el tratamiento de
guemaduras y heridas y una asparginasa de origen bacteriano se utiliza en la
eliminacion de asparagina del torrente sanguineo de personas con leucemia linfocitica
(Rao et al., 1998).

Enzimas queratinoliticas

Las queratinasas (E.C.3.4.99.xx) son una clase particular de proteasas que
presentan la capacidad de degradar la queratina. Para distinguir las queratinasas de las
proteasas convencionales varios autores han propuesto que en vez de tener en cuenta la
actividad absoluta sobre sustratos queratinicos, se debe tomar la relacion entre la
hidrolisis del sustrato queratinico y un sustrato proteico, por ejemplo caseina (Q:C).
Una relacion igual o mayor a 5 se toma como la ideal para definir una queratinasa. Esta
propuesta ha sido respaldada al determinar esta relacion para proteasas comunes como
tripsina y papaina y encontrar relaciones de 0.08 y 0.51, respectivamente, en tanto que
para queratinasas producidas por Bacillus sp., Chryseobacterium indologenes y Kocuria
rosea esta relacion fue de 12.1, 10 y 16 respectivamente (Bernal et al., 2006; Wang et
al., 2008; Prakash et al., 2010).

La mayoria de las queratinasas microbianas, independientemente del
microorganismo productor, son proteasas alcalinas o neutras, extracelulares, con un pH

optimo en el rango de 7.5-9.0, aunque existen excepciones como la expresada por
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Nocardiopsis sp. TOA-1 que posee pHs Optimo extremadamente alcalinos (> 12.5,
(Mitsuiki et al., 2004)). El rango de temperatura Optima que presentan estas enzimas se
encuentra entre los 40 °C y los 60 °C, asi las queratinasas producidas por S. pactum
DSM 40530, Streptomyces sp. SK1-02, Scopulariopris brevicaulis, B. licheniformis y
K. rosea muestran una temperatura Optima dentro de este rango (Bdckle et al., 1995;
Letourneau et al., 1998; Bressollier et al., 1999; Bernal et al., 2006). Las queratinasas de
Bacillus sp. B189 y Fervidobacterium islandicum AW-1 presentan temperaturas
Optimas excepcionalmente altas como 85 °C y 100 °C, respectivamente (Nam et al.,
2002). Por lo general estas enzimas son activas y estables en un amplio rango de pH
(5.0-9.0) y temperatura, reportandose estabilidades tan altas como 6 h a 80 °C para la

queratinasa de Thermoanaerobacter keratinophilus (Riessen & Antranikian, 2001).

En general, estas enzimas poseen un peso molecular menor que 50 kDa, pero se
han reportado casos donde el peso molecular fue incluso mucho menor (18 kDa,
(Bressollier et al., 1999) o mucho mayor (240 kDa, Bernal et al., 2006). Hasta la
actualidad, las proteasas queratinoliticas, en su totalidad pertenecen a la familia de las
serinproteasas o a la familia de las metaloproteasas (Brandelli et al., 2010). Tatineni et
al. (2008) reportaron una gueratinasa producida por Streptomyces sp. S7 que muestra
una naturaleza dual (serin-metalo-proteasa) ya que es inhibida tanto por inhibidores
especificos para serinproteasas (fenil metil sulfonil fluoruro, PMSF) como para

metaloproteasas (1,10 - fenantrolina).

La presencia de iones metalicos divalentes como Ca™, Mg™ y Mn*?
generalmente estimulan la actividad queratinolitica, en tanto que los metales pesados y
de transicién como Cu*? o Ag*, Hg"? y Pb*? inhiben dicha actividad (Suntornsuk &
Suntornsuk, 2003; Gupta & Ramnani, 2006; Brandelli et al., 2010).

Las queratinasas presentan una amplia especificidad de sustratos y son activas
frente a sustratos proteicos solubles e insolubles. Son capaces de hidrolizar proteinas
solubles como caseina, gelatina, seroaloimina bovina y hemoglobina e insolubles como
aquellas presentes en plumas, lana, seda, extracto corneo, pelos y ufias y colageno y
elastina (Gupta & Ramnani, 2006).
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Mecanismo de queratinolisis

La degradacion de la queratina por parte de los microorganismos queratinoliticos
sigue la misma secuencia de eventos que la degradacion de cualquier otro sustrato
solido: adhesion, colonizacion, produccidon de hidrolasas especificas seguido de la
desintegracion y degradacion posterior del sustrato (Suzuki et al., 2006). Dado que el
estudio diferencial de los genes o de la expresion de las proteinas en la degradacion de
la queratina por parte de estos microorganismos no ha sido desarrollado adn, el
mecanismo de queratinolisis sigue siendo incierto. En la actualidad se postula un
modelo que incluye dos eventos principales: la sulfitolisis (rotura de los puente
disulfuros presentes en la molécula de queratina) seguida del ataque proteolitico por las
queratinasas, las cuales ademéas de clivar los enlaces peptidicos de la molécula de
queratina también clivan los residuo hidrofobicos presentes en la superficie de la

molécula (Ramnani & Gupta, 2007).

La sulfitolisis puede ser llevada a cabo por enzimas (disulfuro reductasas),
agentes quimicos y por sistemas redox presentes en el microorganismo. Bockle et al.
(1995) demuestran el mecanismo de sulfitolisis mediante agentes quimicos al encontrar
que la acumulacién de sulfito en el sobrenadante de un cultivo de Streptomyces sp.
acelera la degradacion de las plumas por parte de las queratinasas del microorganismo.
Por su parte, Ramnani & Gupta (2007) demostraron que la degradacion completa de
plumas pudo ser llevada a cabo por el extracto enzimatico libre de células sélo si se le
adicionaba células de B. subtilis WB600 como fuente del sistema redox y, finalmente,

Prakash et al. (2010) reportan una queratinasa con actividad disulfuro reductasa.

Cabe aclarar que aun en presencia de un ambiente reductor, sélo las queratinasas
son capaces de degradar la queratina, en tanto que proteasas convencionales como
papaina, pepsina o tripsina no pueden hacerlo. Las proteasas convencionales solo serian
capaces de degradar la queratina si antes de actuar éstas, actian las queratinasas
clivando los residuos hidrofobicos presentes en la superficie de la queratina (Ramnani
& Gupta, 2007). (Figura 7)
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Figura 7. Representacion esquematica de la degradacion de queratina por parte de queratinasas y

proteasas convencionales

Aplicaciones biotecnoldgicas de las enzimas queratinoliticas

En virtud a su amplia especificidad de sustratos, robustez y diversas propiedades
bioquimicas, las queratinasas son consideradas como nuevos biocatalizadores con
potenciales aplicaciones en varias industrias (Brandelli et al., 2010). Ademas de poder
reemplazar a las proteasas convencionales en las aplicaciones industriales, estas nuevas
enzimas son de inmensa utilidad en sectores como el del reciclaje de residuos,
especialmente las plumas, en el sector de curtido de pieles, en la industria textil, para el
desarrollo de fertilizantes y en la cosmética. Las més recientes aplicaciones de las
queratinasas es su uso en la descontaminacién de priones y como potenciador de

agentes antimicoticos ungueales (Gupta et al., 2013).

Procesamiento de residuos queratinicos

Harina de plumas como alimento

Como se menciond anteriormente, las plumas se utilizan actualmente para la
preparacion de harina de pluma, la cual es utilizada como suplemento en la alimentacion
animal. EI método de obtencidn de esta harina por presion y temperatura, ademas de

poseer un alto costo, produce la destruccion de ciertos aminoacidos esenciales como la
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metionina, lisina y triptéfano, dando como resultado un producto de pobre digestibilidad
y calidad nutricional variable (Wang & Parsons, 1997). La baja calidad nutricional de la
harina de plumas puede ser mejorada mediante el uso de microorganismos
queratinoliticos. La fermentacion de las plumas por estos microorganismos ha
demostrado que incrementa los niveles de aminoacidos esenciales como metionina,
lisina y arginina. Las curvas de crecimiento de pollos de engorde obtenidas en los
ensayos de alimentacidn utilizando un hidrolizado de plumas de B. licheniformis PDW1
y como estandar harina de soja, resultaron ser idénticos, demostrando la posibilidad de

remplazar a la harina de soja en los formulados dietarios (Williams et al., 1991).

Harina de plumas como fertilizante

El hidrolizado proteico obtenido de la degradacion de las plumas por parte de
microorganismos queratinoliticos puede ser también utilizado como un fertilizante
organico (Choi & Nelson, 1996). Las granjas organicas (agricultura ecoldgica) se basan
en el uso de enmiendas organicas ricas en nitrégeno, las cuales tiene un doble propésito:
por un lado mejoran el crecimiento de las plantas y por el otro intensifican la actividad
microbiana del suelo. Tradicionalmente el guano se ha utilizado en estas granjas como
fertilizante, pudiendo suplantarse por el hidrolizado proteico de plumas. Se ha
demostrado el potencial uso de este hidrolizado por parte de Brandelli et al. (2008) y
Adetunji et al. (2012).

Aplicacion en formulados de detergentes

Las enzimas proteoliticas son uno de los ingredientes estandar de los detergentes
que van desde los detergentes para la ropa hasta los utilizados en la limpieza de lentes
de contacto o de dentaduras postizas. Si bien hay poca informacion en la literatura sobre
el uso de las queratinasas como aditivos de detergentes, Hmidet et al. (2009), Rai &
Mukhejee (2009) y Sivakumar et al. (2012) ratifican el potencial uso de estas enzimas
en las distintas formulaciones detersivas. A diferencia de las proteasas convencionales,
las queratinasas poseen la capacidad de unirse e hidrolizar los sustratos solidos, lo que
les confiere alin més atractivo a la hora de utilizarlas en esta industria, donde en muchas

oportunidades es necesario que las enzimas actlen sobre sustratos proteicos de
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naturaleza queratinica unidos a superficies sélidas como los cuellos de las camisas y
pufios (Gessesse et al., 2003b; Brandelli et al., 2010).

Otra posible aplicacion de las queratinasas es como aditivo en productos para la
limpieza de drenajes y cafierias obstruidas con residuos queratinicos (Farag & Hassan,
2004).

Aplicacion en la Industria del cuero

Como se menciono anteriormente, el uso de las proteasas convencionales en esta
industria es adn limitado, no s6lo por el costo de produccion de las mismas, sino
también por la baja especificidad que poseen las enzimas que actualmente se disponen
(Foroughi et al., 2006). A favor de las queratinasas se encuentra justamente la
especificidad que poseen las mismas de degradar diversos sustratos. En este sentido, las
queratinasas con nula actividad colagenasa y poca actividad elastinolitica estan siendo
investigadas para su aplicacion en el proceso de depilado. Las queratinasas producida
por B. subtilis S14 (Macedo et al., 2005; Macedo et al., 2008) o por Elizabethkingia
meningoseptica KB042 (Nagal et al., 2010) han sido reportadas como potenciales
agentes depilantes al ser capaces de remover los pelos de las pieles vacunas sin dafiar el
colageno.

Descontaminacion de priones

Los priones son agregados de proteinas recalcitrantes que causan graves
trastornos  neurodegenerativos tales como las encefalopatias espongiformes
transmisibles (EET). El aumento de los casos de transmision horizontal de animales a
humanos y de transmision iatrogénica por instrumentos contaminados ha llevado a la
necesidad de extremar la descontaminacion de priones. Los métodos actuales de
descontaminacion de priones utilizan altas temperaturas, pH extremos y productos
quimicos (Taylor, 2000). Los priones presentan una estructura altamente agregada
similar a la que presenta la queratina, razon por la cual, las queratinasas capaces de

degradar de manera eficiente la B-queratina de plumas han sido consideradas como
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candidatas para la descontaminacion de priones. En el afio 1997 se reportd la primera
queratinasa producida por B. licheniformis PWD-1 capaz de degradar el prion PRP®
(Lin et al., 1997) y a partir de alli los estudios dirigidos a la aplicacion de enzimas
queratinoliticas en este campo han ido creciendo. Se ha encontrado que queratinasas
producidas por diferentes microorganismos han presentado la capacidad de degradar
PRP*C sin tratamiento fisico previo. Por ejemplo, las queratinasas de Nocardiopsis sp.
TOA-1 (Mitsuiki et al., 2004), de Thermoanaerobacter sp. (Suzuki et al., 2006) y de
Streptomyces sp (Tsiroulnikov et al., 2004) han sido reportadas para la aplicacion de

descontaminacidn de instrumentos quirargicos.

Aplicaciones en el &mbito farmacéutico

La onicomicosis es la infeccion fungica de ufias y dedos de los pies cuyo
tratamiento implica el uso de anti fungicos orales. Estos tratamientos generalmente se
encuentras asociados a efectos adversos sistémicos (Murdan, 2002). Un tratamiento
alternativo es la aplicacion topica de las drogas anti flngicas en forma de cremas o
lacas. Sin embargo la principal limitacion de estas aplicaciones es la poca permeabilidad
a los farmacos que presentan las ufias, conduciendo a infecciones recurrentes. Para
aumentar la permeabilidad de la ufia, se suelen utilizar productos quimicos como N-
acetil-cisteina, mercaptoetanol o N-2 mercaptoetanol (Sun et al., 1999; Malhotra &
Zatz, 2002). Estos productos quimicos son necesarios en una alta concentracion
produciendo un olor acre indeseable. Dado que la lamina ungueal estd compuesta
mayormente por queratina, la permeabilidad a los medicamentos puede ser
incrementada con el uso de queratinasas. Los estudios del uso de queratinasas como
potenciadores ungueales, permitiendo el aumento de la permeabilidad ungueal, se

limitan a escala de laboratorio (Mohorcic et al., 2007).

Las queratinasas también encuentran aplicacion en la industria cosmética para la
eliminacion de acne, de callos y cicatrices y también como ingrediente de cremas
depilatorias (Friedrich & Kern, 2003; Gradisar et al., 2005).
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Otras aplicaciones de las enzimas queratinoliticas

Otras posibles aplicaciones de las queratinasas son en la produccion de films y
recubrimientos biodegradables a base de queratinas de plumas (Barone & Arikan,
2007), la produccion de biogas (Forgacs et al., 2011), el desarrollo de medios de cultivo
para la produccion de endotoxinas para combatir las larvas de mosquitos (Poopathi &
Abidha, 2008) y como alternativa a la Proteinasa K en el aislamiento de DNA (Kwon et
al., 1994).

Produccién de enzimas queratinoliticas - condiciones de cultivo

Las enzimas queratinoliticas se han producido de manera habitual a través de
fermentacion sumergida y recién a partir del afio 2002 comienzan a aparecer reportes de
la produccion de estas enzimas utilizando la fermentacion en sustrato sélido, sin
embargo, en la actualidad siguen siendo escasos estos reportes (Singh et al., 1999; Nam
et al., 2002; Gioppo et al., 2009).

Generalmente, las queratinasas se han producido en medios minerales minimos
con sustratos queratinicos como fuentes de carbono, nitrégeno y energia (Lin et al.,
1999), sin embargo hay excepciones en donde el uso de sustratos queratinicos no ha
sido necesario para inducir la produccion de estas enzimas, por ejemplo se ha reportado
el uso harina de soja (Pillai & Archana, 2008); leche descremada (Mitsuiki et al., 2004),
harina de cascara de camaron (Wang et al., 2008), gelatina (Thys & Brandelli, 2006),

etc.

El efecto de la suplementacion del medio de cultivo con diferentes fuentes de
carbono y nitrogeno da resultados muy variables, dependiendo del microorganismo en
cuestion, del sustrato queratinico y de la concentracion de las fuentes de carbono y
nitrégeno adicionales (Cheng et al., 1995; Brandelli, 2005; Anbu et al., 2007), lo que
demuestra que la composicion del medio debe ser optimizada para cada situacién
estudiada (Cai & Zheng, 2009).
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Residuo pelo como sustrato para la produccion de enzimas queratinoliticas

Uno de los principales obstaculos en la produccion de enzimas a nivel comercial
es el costo de produccion de las mismas. Se estima que la composicion del medio de
cultivo representa cerca del 30 al 40 % del costo total de produccion a nivel industrial
(Kumar et al., 2010). Por lo tanto, la busqueda de sustratos alternativos puede contribuir
a la disminucion del coste de produccion de estas enzimas y por lo tanto causar la

reduccion de los costos de los procesos en los que se emplean las mismas.

Hoy en dia las curtiembres deben mantener un mercado local y también llegar a
un mercado internacional cumpliendo con los estandares de calidad del cuero, y al
mismo tiempo deben asegurar que los efluentes gaseosos y liquidos, satisfagan las
normas de descarga y tener una disposicion adecuada de los residuos solidos. Dentro de
los procesos de ribera (beamhouse processes), el proceso de depilado/desencalado, es el

que tiene la mayor influencia en estos requisitos.

El contenido total de materia organica y la presencia de sélidos en suspension en
el efluente liquido de una curtiembre depende en gran medida del proceso de depilado
utilizado, siendo el método convencional —basado en sulfuro de sodio y cal- el que lleva
a este efluente a los maximos valores de contaminacion permitidos. Como alternativa al
proceso convencional, donde el pelo es disuelto en sulfuro y cal, el proceso de depilado
conservador del pelo tiene como beneficio hacia el medio ambiente una disminucién de
la contaminacién en el efluente liquido de ribera. En términos de DQO (demanda
quimica de oxigeno), de concentracion de sulfuros y de solidos en suspension, se
observa una reduccion de hasta el 60 %, 50 % y 75 % respectivamente. Sin embargo,
como contraparte, durante este procedimiento se genera un nuevo residuo soélido
llamado “residuo pelo”, el cual es separado del efluente liquido generalmente por
filtracion. En un depilado conservador del pelo se produce aproximadamente el 10 % de
residuo pelo en estado humedo (humedad 70-75 %) respecto al peso de una piel vacuna
salada.

Como se menciond anteriormente, en la Cuenca hidrica Matanza- Riachuelo
(Provincia de Buenos Aires) existen alrededor de 247 curtiembres, de las cuales 196 se
encuentran hoy en actividad y procesan cada una, mas de mil pieles por dia. A nivel

nacional, las pieles procesadas diariamente asciende a las 600 toneladas diarias,
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generandose entonces mas de 50 toneladas diarias de este residuo, dando una idea de la
magnitud del problema ambiental que se ha ido generando a lo largo de los afios
(Galarza et al., 2010). Si bien no es considerado un residuo peligroso por la legislacion
argentina (Ley 24.051) el problema ambiental que provoca este residuo es debido al

gran volumen con que se genera diariamente y su alta resistencia a la degradacion.

Un analisis tipico del residuo pelo -obtenido de un depilado conservador de pelo,
utilizando sulfuro/cal y mercaptanos como agente depilante- revela que por cada 100 g
de residuo pelo (filtrado y con una humedad del 75 %), 25-30 % solidos totales; lipidos
2-4 %; nitrégeno total 11-15 %; Ca " 2-3 %:; Na * 1-2% y S 3-5 %. En tanto que la
cantidad de sulfuros en una muestra de residuo pelo himeda (75 % de humedad) es de
80-100 mg SH, /kg de residuo. EI componente organico mayoritario en este residuo es
la proteina queratina (95 %), en tanto que el 5 % restante son proteinas no queratinas

que pueden ser extraidas con soluciones buffers (Galarza et al., 2004).

Motivados por la problematica ambiental que genera este residuo y con la vision
de la posibilidad de utilizarlo como un sustrato gracias a las caracteristicas antes
mencionada y mas aun teniendo en cuenta su nulo valor econdémico, se planted el

siguiente trabajo de tesis.

Actualmente los procesos enzimaticos han ido reemplazando a ciertos procesos
quimicos tradicionales, ya sea por cuestiones econdmicas, ecoldgicas o por la
especificidad que las enzimas presentan. Sin embargo, muchas de las enzimas
comercialmente disponibles no soportan las condiciones de reaccidén extremas que
suelen presentar los procesos industriales. Una manera de resolver esa problematica es
planteando la busqueda de nuevos microorganismos extremofilos, los cuales son una

fuente valiosa de nuevas enzimas.

En base a lo expuesto anteriormente, se plantearon los siguientes objetivos para

la realizacion de la presente tesis doctoral:

e Seleccionar entre cepas reportadas como queratinoliticas, el microorganismo no
patdgeno que exprese la mayor actividad queratinolitica utilizando residuo pelo

como sustrato.
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Estudiar las condiciones y medio de cultivo (para el microorganismo
seleccionado) que maximicen la expresion de dichas enzimas a traves de disefios

estadisticos.

Purificar y caracterizar la/s enzima/s producidas por el microorganismo (secuencia

aminoacidica, caracteristicas bioquimicas y cinéticas).

Modelar cinéticamente la inactivacion térmica de la enzima purificada y estudiar

el efecto del agregado de ciertos agentes termoprotectores.

Inmovilizar la queratinasa purificada sobre esferas de quitosano utilizando
diferentes agentes entrecruzantes. Estudiar la condicion que maximice el
porcentaje de inmovilizacion y caracterizar del sistema obtenido, determinando

las caracteristicas bioquimicas y cinéticas de la enzima inmovilizada.

Estudiar de las potenciales aplicaciones biotecnoldgicas del extracto enzimatico
producido. En este punto se incluyo el estudio de su aplicacién como aditivo para
detergentes comerciales, el estudio para la recuperacion de metales pesados como
la plata a partir de residuos radiograficos y en el area de la agricultura, el estudio
de su potencial uso como promotor de crecimiento vegetal y para control

bioldgico de cepas fitopatogenas.
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Introduccion

Existen una gran variedad de sustratos para la determinacion de la actividad
proteolitica de una enzima, entre ellos se encuentran los sustratos proteicos propiamente
dichos que son proteinas o péptidos grandes de origen natural; los dipéptidos o
tripéptidos con grupos cromogeénicos o fluorogénicos y los péptidos sintéticos. El grupo
de sustratos proteicos puede ser subdividido en subgrupos entre los cuales se encuentran
las proteinas naturales como sustratos generales (caseina, albimina bovina, gelatina y
hemoglobina desnaturalizada); los derivados cromogénicos de las proteinas naturales
(azocaseina, azoalbdimina y azogelatina); los derivados fluorogénicos de proteinas
naturales (FITC-caseina) y proteinas especificas como, por ejemplo, colageno como
sustrato para colagenasas o elastina como sustrato para elastasas.

Los sustratos cromogénicos presentan la ventaja de tener una mayor sensibilidad
y la posibilidad de efectuar las determinaciones de actividad enzimatica en el espectro
visible debido a que su hidrdlisis enzimatica produce la liberacion de péptidos
coloreados solubles, en el caso de las azoproteinas los péptidos liberados son de un
color naranja intenso que absorben a 440 nm. Dentro de las azoproteinas, se prefiere el
uso de azocaseina por sobre azoalbumina por poseer éste ultimo altos valores en sus
blancos de reactivo. El sustrato azogelatina, en cambio, presenta por sobre los dos
anteriores la ventaja de poder utilizarse en rangos de pH acidos donde azocaseina y

azoalbumina son insolubles (Jones et al., 1998)
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Sustratos
usados para

determinar
actividad
proteolitica

Sustratos proteicos (proteinas
0 péptidos grandes de origen
natural)

Dipéptidos o tripéptidos con
grupos cromogénicos o
fluorogénicos

Sustratos sintéticos (péptidos
cromogeénicos o fluorogénicos)

Proteinas naturales como
sustratos generales

Derivados cromogénicos de
proteinas naturales
(azoproteinas)

Derivados fluorogénicos de
proteinas naturales (FITC-
caseina)

Proteinas especificas

Sustratos de
endopeptidasas

Sustratos de
aminopeptidasas

Sustratos de
carboxipeptidasas
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En el presente trabajo de tesis se eligid6 como sustrato de trabajo para las
medidas de actividad proteolitica el sustrato azocaseina el cual se sintetiz6 siguiendo la
técnica de Charney & Tomarelli (1947). El hecho de sintetizar el sustrato en el
laboratorio trae aparejada la necesidad de validacion y control del sustrato, asi como la

puesta a punto de la técnica de medida de actividad.

35



@(‘/ Crminacicnes ﬂ//f/’///»(f//’(l(/d’

Materiales y métodos

Preparacion del sustrato azocaseina

Se prepard una solucién 50 g/l de caseina grado Hammersten en una solucion de
carbonato de sodio al 1% p/v (solucién A). Por otro lado (solucion B) se disolvié — en
bafio de agua-hielo — 5 gr de &cido sulfanilico en una solucion 0.15 N de hidroxido de
sodio. Luego de la disolucion completa del acido sulfanilico se agregaron 2.20 g de
nitrito de sodio y se continud agitando para luego agregar 18 ml de una solucion de
acido clorhidrico 5 N. Luego de 2 minutos se agrego igual volumen de una solucion de
hidréxido de sodio 5 N. Manteniendo ambas soluciones en bafio de agua-hielo, se
agrego lentamente la solucion B sobre la solucion A. La mezcla obtenida se continud
agitando en bafio de agua-hielo por aproximadamente 30 minutos. La azoproteina
sintetizada se precipitd luego por acidificacion de la solucion resultante con acido
tricloroacético al 10 % p/v. El precipitado se filtrd y se lavo varias veces con agua
destilada hasta que la solucién de lavado presenté una absorbancia a 440 nm menor a

0.01. El sustrato se seco por liofilizacion.

Obtencion del extracto enzimético con actividad proteolitica

Para la puesta a punto de la técnica de medida de la actividad proteolitica se
utilizé el sobrenadante de un cultivo de Purpureocillium lilacinum LPSC # 876

cosechado al 5% dia de cultivo con 10 g/l de residuo pelo como sustrato queratinico.

Medida de la actividad azocaseinolitica

Para la medida de actividad proteolitica se tomé como punto de partida la
técnica descripta por Liggieri et al. (2004) a la cual se le realizaron algunas pequefias
modificaciones como el volumen de enzima utilizada, el pH de la mezcla de reaccion y
la temperatura de incubacion, los ultimos dos parametros relacionados de alguna forma
con la naturaleza de la enzima en estudio, en tanto que el primero de ellos esta
relacionado con evitar una dilucidn innecesaria del sustrato. A 0.25 ml de una solucion
de azocaseina al 1 % p/v en Buffer Tris-HCI (BT) 0.1M-pH 9.0 se le agregan 0.1 ml del
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extracto enzimatico convenientemente diluido. Luego de 30 minutos de incubacion en
bafio termostatico a 37 °C, la mezcla de reaccion se detiene por el agregado de 1 ml de
acido tricloroacético (TCA, 10 % p/v). Luego de 15 minutos de reposo, para favorecer
la precipitacion del sustrato no hidrolizado, se centrifuga por 15 minutos a 5000 g. A 1
ml del sobrenadante se le adiciona 1 ml de una solucion de NaOH 1 N y se mide
absorbancia a 440 nm. Las determinaciones de medida de actividad proteolitica se
realizaron por triplicado y en todos los casos se realizé un blanco de reactivos y muestra

que fue preparado agregando TCA antes del agregado de la enzima.

Se define la unidad de actividad enzimatica (U azoc/ml) como la cantidad de
enzima que produce un incremento de 0.1 unidades de absorbancia a 440 nm por minuto

en las condiciones de reaccion.

Efecto de la concentracion de la enzima en la medida de actividad proteolitica -

Ensayo de linealidad

En la técnica de medida de actividad proteolitica se decidié conservar las
condiciones de concentracion de sustrato (solucién de azocaseina al 1 % p/v en BT
0.1M-pH 9.0) y el tiempo de incubacion (30 min) reportadas en bibliografia y
determinar hasta qué concentracion de enzima era posible medir con el método sin que
deje de ser lineal la liberacion de péptidos coloreados en funcién del tiempo. Es decir,
definir hasta qué concentracion de enzima en el tubo de reaccion se cumple la condicion
de velocidad inicial. Para la realizacion de este estudio se agregaron diferentes
cantidades del extracto enzimatico al tubo de reaccion (expresado como ul de enzima) y
se procedié a medir la actividad enziméatica como se explicd en el inciso anterior. La
cantidad de extracto enzimatico varié entre 5-100 ul, utilizando BT para completar el

volumen final de 0.1ml.

Relacion entre el sustrato azocaseina comercial y el sustrato sintetizado en

laboratorio

A fin de obtener un factor de conversién entre la actividad obtenida con la

azocaseina comercial (Azocaseina Sigma A-2765) y la que fue preparada en el
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laboratorio, se midieron ambas actividades para diferentes cantidades de enzima.
Empleando la técnica de medida de actividad descripta anteriormente se midio la
actividad del extracto enzimatico de P. lilacinum utilizando cada uno de los sustratos y
luego se compararon los valores obtenidos en cada caso, pudiéndose definir un factor de
conversion que, aplicado en el valor de actividad proteolitica nos permitiera poder

realizar comparaciones entre nuestros valores y los valores obtenidos por otros autores
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Resultados y discusion

Efecto de la concentracion de la enzima en la medida de actividad proteolitica -

Ensayo de linealidad

Con las condiciones de tiempo, temperatura y cantidad de sustrato prefijadas
solo fue necesario el estudio de la variacion de la cantidad de extracto enzimatico
agregado al tubo de reaccion con el fin de determinar cuél era la cantidad méaxima de
enzima que podia ser agregada sin salir de las condiciones de sustrato saturante. Los

resultados obtenidos se muestran en la Figura 1.

4,0
3,5 1 I
3,0
2,5 4

2,0 A I

15 - (3

U azoc/ml

1,0 4

054 ¢

0,0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Vol. extracto enzimatico (ul)

Figura 1. Unidades de actividad azocaseinoliticas (U 0¢/m) luego de 30 min de incubacién a 37 °C en
funcién de la cantidad de enzima agregada al tubo de reaccion (ul) con una concentracion de azocaseina
de 1% p/v en BT.

Se puede observar que la relacion enzima agregada / U azoc/ml se mantiene
lineal hasta aproximadamente 2.04 unidades en el tubo de reaccion (33.3 ul de extracto

enzimatico).

Con los resultados obtenidos en este estudio se proponen las siguientes

condiciones para la medida de la actividad proteolitica:

e Sustrato: azocaseina 1 % p/v en BT 0.1M, pH 9.0
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e Tiempo: 30 minutos
e Temperatura: 37 °C
e 100 pl de extracto enzimético convenientemente diluido de manera tal que no se

agreguen maés de 2.04 unidades en el tubo de reaccion.

Generalmente, cuando se mide la actividad enzimatica de diferentes muestras el
sustrato se mantiene termostatizado a la temperatura de trabajo y sobre éste se va
agregando la muestra de enzima a intervalos regulares de tiempo vy, al finalizar el
tiempo de incubacion para cada muestra, se detiene la misma también a intervalos
regulares de tiempo, ya sea por el agregado de algun reactivo (en nuestro caso TCA 10
% p/v) o por un cambio de temperatura. Utilizar este método cuando hay que manejar
un gran nimero de muestras resulta bastante complicado en cuanto a la programacion
de los tiempos de agregado de la enzima. A fin de evitar este inconveniente se decidio
probar el siguiente método. Se colocaron 0.25 ml del sustrato en cada tubo a utilizar y
se sumergieron dichos tubos en un bafio de agua-hielo. En cada uno de los tubos, se
adicionan 0.1 ml del extracto enzimatico a analizar, convenientemente diluido. A
tiempo cero, se transfirieron todos los tubos a un bafio termostatico a 37 °C durante 30
minutos cuidando de agitar por unos segundos las muestras al inicio de la reaccion con
el fin de acelerar la transferencia de calor. Transcurrido el tiempo de medida, se
volvieron a colocar las muestras al bafio de agua-hielo donde nuevamente se agitaron
por unos segundos las muestras y se procedio al agregado de 1 ml de TCA (10 % p/v).
Para el caso de los blancos de reaccién, 1 ml de TCA fue agregado antes del agregado

de la enzima.

Esta técnica fue contrastada contra la técnica original utilizando diferentes
voliumenes del extracto enzimatico. En las condiciones de medida propuestas, se
obtuvieron valores de actividad enzimatica muy similares entre ambos protocolos
(Figura 2). Todas las muestras fueron tratadas por triplicado. La técnica colorimétrica

fue idéntica para ambos métodos.
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Figura 2. Actividad comparativa utilizando el método tradicional de medida () y el método con pre-

incubacion en bafio agua-hielo (O) con 30 minutos de incubacién

Relacion entre el sustrato azocaseina comercial y el sustrato sintetizado en
laboratorio

Una vez definido el protocolo de medida de la actividad proteolitica se procedi
a validar el sustrato sintetizado en el laboratorio. Para ello, se determiné la actividad
enzimatica del extracto enzimatico de P. lilacinum convenientemente diluido utilizando
como sustrato soluciones de la azocaseina sintetizada en el laboratorio y la azocaseina
marca SIGMA (0.250 ml de azocaseina al 1 % p/v por tubo) y siguiendo el protocolo
detallado anteriormente. Puede observarse en la Tabla 1 que los valores obtenidos
cuando se usaron ambos sustratos son similares por lo que, durante el resto de la tesis,

se utilizo el sustrato sintetizado en el laboratorio

Tabla 1. Comparacion entre Unidades proteoliticas utilizando ambos sustratos

Azocaseina casera (U/ml) Azocaseina comercial (U/ml) Relacién azoc ¢om/azoc ¢as
1.2604 1.2523 0.993
1.2093 1.2373 1.023
1.2232 1.2343 1.009
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Introduccion

La gran variedad de sustratos disponibles para medir la actividad queratinolitica,
asi como el uso de una gran cantidad de definiciones de unidades enzimaticas, traen
aparejada la dificultad de poder comparar la actividad queratinolitica de estas enzimas
entre si. Como puede observarse en la Tabla 2, la mayoria de los sustratos disponibles
para la medida de esta actividad son insolubles (azul de queratina, polvo de queratina,
pelo humano o de cerdo, azoqueratina, etc.). Para el caso particular de esta tesis
doctoral, como sustrato para la medida de la actividad queratinolitica se selecciono el
sustrato azoqueratina, el cual fue sintetizado a partir de harina de plumas. La hidrolisis
enzimatica de este sustrato pertenece al grupo de reacciones de naturaleza heterogéneas
y presenta una serie de particularidades que las reacciones homogéneas no presentan, tal
como el efecto de la adsorcion de la enzima sobre el sustrato (Mc.Laren & Packer,
1970).

Los autores que emplean el sustrato azoqueratina para la medida de actividad
queratinolitica utilizan como fuente de queratina plumas molidas y, a pesar de utilizar
todos ellos el mismo sustrato, cada uno de ha definido de manera diferente a la unidad
de actividad enzimatica (Lin et al., 1992; Evans et al., 2000a; Sangali & Brandelli,
2000b; Kim et al., 2001; De Toni et al., 2002). Por esta razon, al utilizar otra fuente de
queratina -harina de plumas- para la sintesis del sustrato y la consecuente medida de
actividad, resulté necesario poner a punto la técnica de medida de actividad enzimatica
y definir una serie de condiciones, tanto de sustrato como de enzima, que permitieran

que esta técnica sea de utilidad para la medida de la actividad de los cultivos.
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Tabla 2. Actividad queratinolitica: Definicion de unidad enzimatica y sustratos queratinicos

Definicion Sustrato Referencias

Unidades azogueratina

Cant. de enzima que produce un incremento de 0.01 unidades Azoqueratina Lin et al., (1992); Riffel et al., (2003)

de abs. a 450 mn luego de 15 min de incubacion

Cant. de enzima que produce un incremento de 0.01 unidades Azoqueratina Linetal., (1999); Evans et al., (2000b)

de abs. a 450 nm por min a la temperatura 6ptima

Cant. de enzima que produce un incremento de 0.01 unidades Azoqueratina Sangali & Brandelli (2000a)

de abs. a 440 nm luego de 15 min de incubacién a 50 °C

Cant. de enzima que produce un incremento de Azoqueratina Kim et al., (2001)
0.001unidades de abs. a 450 nm por hora a la temperatura

Optima

Cant. de enzima que produce un incremento de 0.01 unidades Azoqueratina Thys et al., (2004)

de abs. a 420 nm luego de 30 min de incubacion a 45 °C

Unidades azul de queratina

Cant. de enzima que produce un incremento de 1 unidad de Azul de queratina Santos et al., (1996)

abs. a 595 nm luego de 3 h de incubacion

Cant. de enzima que produce un incremento de 0.1 unidades Azul de queratina Letourneau et al., (1998); Suntornsuk & Suntornsuk,
de abs. a 595 nm por hora (2003)
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Cant. de enzima que produce un incremento de 0.01 unidades Azul de queratina Bressollier et al., (1999); Bernal et al., (2003)

de abs. a 595 nm por hora
Misceldneas
Cant. de enzima que produce un incremento de 0.1 unidades Polvo de queratina  Gradisar et al., (2005)

de abs. a 280 nm (extracto corneo

humano)

Cant. de enzima que produce la liberacién de 1 umol de Harina de pluma De Azaredo et al., (2006)

leucina por hora a 570 nm

Cant. de enzima que produce un incremento en la abs. de 0.01  Polvo de piel humana Xie et al., (2009)

unidades a 680 nm luego de 1 hora de incubacion

Cant. de enzima que produce un incremento en la abs. de 0.1 Pelo de cerdo de Muhsin & Aubaid, (2001)

unidades a 280 nm Guinea

Cant. de enzima que produce un incremento en la abs. de 0.01 Queratina soluble Nam et al., (2002)

unidades a 280 nm por minuto (plumas)

Cant. de enzima que produce la liberacion de 354 pg de Plumas Chitte et al., (1999)

tirosina a 584 nm

Cant. de enzima que produce la liberacion de 1 pg de tirosina ~ Queratina en polvo  Pissuwan & Swaminathan, (2001)

a275nm (plumas)
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Materiales y métodos

Preparacion del sustrato azoqueratina

Para la sintesis del sustrato azoqueratina se utiliz6 como material queratinico
harina de plumas provista gentilmente por Willmor Bioindustrias. La misma fue
desgrasada utilizando diclorometano como solvente y diazotada siguiendo la técnica de
Charney & Tomarelli (1947). La solucion de diazotacion (Para 1 g de harina de pluma)
se preparo siguiendo el siguiente protocolo: en un bafio agua-hielo se disolvieron 0.174
g de acido sulfanilico en 5 ml de una solucion 0.2N de hidroxido de sodio y se
agregaron 0.069 g de nitrito de sodio. La solucion resultante se acidificé con 0.4 ml de
acido clorhidrico 5 N y se mezcld con agitacion por 2 minutos para ser finalmente
neutralizada con 0.4 ml de hidroxido de sodio 5 N. Esta solucion de &cido sulfanilico
diazotado fue lentamente vertida sobre la suspension de harina de pluma, manteniendo
la mezcla en bafio de agua-hielo. Se continu6 mezclando con agitacion durante 10
minutos y luego la mezcla se filtrd y el sustrato obtenido fue lavado con agua destilada
varias veces. El ciclo de lavado se repitié hasta que la absorbancia del agua de lavado
medida a 440 nm fuera menor a 0.01. Luego de los ciclos de lavado con agua destilada,
el sustrato se lavo 2 veces con buffer BT (Buffer Tris-HCI 0.1M pH 9.0) para

finalmente ser lavado con agua destilada y secado por liofilizacion.

Obtencion del extracto enzimatico con actividad queratinolitica

Para la puesta a punto de la técnica de medida de la actividad queratinolitica se
utilizé el sobrenadante de un cultivo de Purpureocillium lilacinum LPSC # 876

cosechado al 5% dia de cultivo con 10 g/l de residuo pelo como sustrato queratinico.

Medida de la actividad queratinolitica

Para la medida de actividad queratinolitica se colocé el sustrato seco en tubos de
base plana junto con 0.8 ml de BT. La mezcla se agito por 15 minutos en bafio de agua-
hielo, utilizando un agitador sumergible multipunto Thermo-Variomag® a fin de que el

sustrato quede completamente suspendido. Transcurrido ese tiempo se adicion6 a cada
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tubo 0.1 ml de la muestra de extracto enzimatico convenientemente diluida. A tiempo
cero, los tubos (junto con el agitador) se transfirieron a un bafio termostatico a 37 °C y
100 rpm. Finalizado el tiempo de incubacion, la reaccion se detuvo por el agregado de
0.2 ml de &cido tricloroacético (TCA, 10 % p/v). Luego del agregado del TCA, la
mezcla se dejé reposar por 15 minutos, se centrifugd por 15 minutos a 5000 g y se
midio la absorbancia del sobrenadante a 440 nm. Las determinaciones de medida de
actividad queratinolitica se realizaron por triplicado y en todos los casos se realizd un
blanco de reactivos y muestra que fue preparado agregando TCA antes del agregado de

la enzima.

Se definid la unidad de actividad enzimética (U azog/ml) como la cantidad de
enzima que produce un incremento de 0.01 unidades de absorbancia a 440 nm por

minuto en las condiciones de reaccion.

Efecto del tamafio de particula en la medida de actividad queratinolitica

Debido a la gran dispersién de tamafios del sustrato sintetizado, y ante la
sospecha de que esta dispersion pudiera causar dispersion en la medida de actividad
enzimatica, se procedié a tamizar el mismo por una serie de tamices de Mesh 18, 35 y
140, respectivamente, obteniéndose 2 fracciones distintas. Se denomind fraccion de
particulas grandes a la fraccion de sustrato que pasé por el tamiz de Mesh 18 y quedd
retenido en el tamiz de Mesh 35 (1000 pm > @ > 500 um) y fraccion de particulas
pequefias a la que pasé por el tamiz de Mesh 35 y quedé retenido en el tamiz de Mesh
140 (500 pm > @ > 100 um).

En esta primera experiencia se midio la actividad queratinolitica colocando una
cantidad arbitraria de sustrato fija de 20 mg, 0.1 ml del extracto enzimatico diluido 1:6 y

se dejo reaccionar por un tiempo fijo de 30 minutos.

Efecto de la concentracion de sustrato en la medida de actividad queratinolitica

A los efectos de estudiar la relacion entre area de sustrato expuesta a la enzima 'y
actividad enzimatica, se estudio el efecto del aumento de la concentracién de sustrato

sobre la actividad enzimaética. En esta experiencia se utilizaron las dos fracciones de
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sustrato (particulas grandes y pequefas) y se midié la actividad queratinolitica en un
rango de concentraciones de sustrato de 5-35 mg bajo las mismas condiciones de
medidas del inciso anterior (0.1 ml del extracto enzimatico diluido 1:6, tiempo: 30 min,
37°C))

Efecto de la disminucién del tamafio de particula a concentracién de sustrato fija en
la medida de actividad queratinolitica

A fin de estudiar el efecto del area expuesta del sustrato sin modificar la
cantidad del mismo se profundizo el estudio del efecto del tamafio de particula sobre la
actividad, aumentando el nimero de fracciones estudiadas. Se nombro a cada fraccion
con el nimero de tamiz que las hubiera retenido, 18 (& > 1000 pum), 35 (1000 pm > @ >
500 pm), 50 (500 pm > @ > 300 pm), 60 (300 um > @ > 250 pm), 70 (250 um > @ >
210 um) y 140 (210 um > @ > 100 um). Las condiciones de medida de actividad fueron
las mismas que las utilizadas en el apartado anterior, con una concentracion de sustrato

fija en 30 mg.

Efecto del tiempo de reaccion en la medida de actividad queratinolitica

Luego de establecer el tamafio de particula y la concentracion de sustrato para la
medida de actividad, la siguiente variable que se estudi6 fue el tiempo de incubacion. El

rango de tiempo de incubacion estudiado fue de 5 a 60 minutos.

Efecto de la concentracion de la enzima en la medida de actividad queratinolitica

Con las condiciones de concentracion de sustrato y tiempo de incubacion fijas, y
con el fin de conocer el rango de validez de la medida de actividad, es decir el rango en
el cual existe una relacién lineal entre la cantidad de enzima agregada y el producto
generado, se procedid a estudiar el efecto de la concentracion de la enzima (expresada
como ul de enzima adicionada al tubo de reaccion) en la medida de actividad
enzimética. La cantidad de enzima adicionada varié entre 5-100 pl, utilizando BT para

completar el volumen final de 0.1ml.
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Especificidad del sustrato azoqueratina

Con el objetivo de estudiar la especificidad del sustrato azoqueratina se estudid
la actividad de diferentes proteasas frente a este sustrato y frente a azocaseina. Se
utilizé, como medida de la capacidad queratinolitica, la relacion entre la velocidad de
hidrolisis del sustrato azoqueratina y el sustrato azocaseina. Una relacion entre la
velocidad de hidrdlisis del sustrato azoqueratina y el sustrato azocaseina mayor a 5 (Q:C
> 5) diferencia a una queratinasa de una proteasa tipica. De la misma manera, se podria
definir que un sustrato es especifico para la medida de la actividad queratinolitica si
puede ser hidrolizado por ciertas proteasas (queratinasas) y no ser hidrolizado por otras
proteasas; en otras palabras si la relacion de hidroélisis entre el sustrato a estudiar y el

sustrato azocaseina (Q:C) es mayor a 5 (Brandelli, 2005).

Para el estudio de la especificidad de sustrato se utilizaron ciertas proteasas
comerciales: Proteinasa K (Promega), Alcamax (Cergen) y Papaina (Fluka). De todas
ellas se prepararon soluciones stock de 1mg/ml en BT y fueron luego diluidas
convenientemente para la determinacién de ambas actividades enziméticas. Para cada

una de ellas se determind la relacion Q:C.
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Resultados y discusion

Efecto del tamafio de particula en la medida de actividad queratinolitica

La azoqueratina, luego de su sintesis, presentd una gran dispersion de tamafio de
particula, razon por la cual se procedié a tamizar el sustrato a través de una serie de
tamices de Mesh 18, 35 y 140, obteniéndose cuatro fracciones de las cuales, por su
cantidad, se seleccionaron dos que se denominaron fracciones de particulas grandes y
pequefias. Se observo que, en iguales condiciones de reaccion, la actividad obtenida con
las particulas grandes fue menor que la obtenida con las particulas pequefias (Figura 3).
El resultado obtenido en esta experiencia es un resultado esperado para cualquier
reaccion enzimatica de tipo heterogénea. Estas reacciones dependen del area del sustrato
expuesta a la enzima més que de la cantidad de sustrato utilizado (Mc.Laren & Packer,
1970). Asi, a igual cantidad de sustrato, la superficie de contacto entre la enzima y su

sustrato es mayor cuanto menor es el tamafio de la particula.

U azog/ml
o = N w H w (o)} ~ 0] e}
1
H

Part. Grandes Part. Pequefias

Figura 3. U azog/ml producidas por una misma cantidad de extracto enzimatico utilizando fracciones de

sustratos que diferian en el tamafio de particula (20 mg por tubo)

Efecto de la concentracion de sustrato en la medida de actividad queratinolitica

Una vez confirmado el hecho de que el area es un factor importante en la medida

de actividad queratinolitica, y que ésta es directamente proporcional al valor obtenido
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de actividad se plantearon dos estrategias alternativas para aumentar el area superficial
expuesta al extracto enzimatico. La primera estrategia fue aumentar la cantidad de
sustrato manteniendo constantes el volumen de trabajo (buffer y enzima). La cantidad
de sustrato en el tubo varié de 5 a 35 mg. El resultado obtenido para ésta primera
estrategia se muestra en la Figura 4 en donde se puede observar que la actividad
aumenta junto con la cantidad de sustrato, presentando un nivel de saturacion. Se sigue
observando que cuando se mide actividad utilizando la fraccion de particulas pequefias
ésta es mayor que cuando se mide actividad con las particulas grandes. El-Refai et al.
(2005) reportan un comportamiento semejante en la caracterizacion de un extracto
enzimatico producido por Bacillus pumilis FH9 creciendo con plumas como sustrato.
Asimismo, el estudio del comportamiento de la actividad enzimética en funcion de la
cantidad y tamafio del sustrato ha sido reportado para otros sustratos como paja de trigo
(Estrada et al., 1988) y albedo de limén (Cavalitto et al., 1997). En ambos trabajos se ve
como al aumentar la cantidad de sustrato la actividad enziméatica aumenta y es adn

mayor cuando el sustrato fue previamente tamizado.
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Figura 4. U azog/ml en el tubo de reaccién para una misma cantidad de extracto enzimatico (ul) con

diferentes cantidades de sustrato (mg). Particulas grandes (®) y particulas pequefas (O)
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Efecto de la disminucion del tamafio de particula a concentracion de sustrato fija en

la medida de actividad queratinolitica

Uno de los inconvenientes que presenta esta primera estrategia es que a mayor
cantidad de sustrato existe la posibilidad de que las particulas absorban mayor cantidad
de buffer y que la disminucion de la fase liquida produzca una concentracion de la
solucion con respecto a una solucion con menor cantidad de sustrato y esto pueda
modificar el valor de actividad medida. Para evitar este inconveniente y como segunda
estrategia para aumentar el area expuesta al extracto enzimatico, se planted la
posibilidad de disminuir el tamafio de la particula manteniendo la cantidad de sustrato
fija. En esta experiencia, la fraccion de particulas pequefias se volvié a pasar por una
serie de tamices de mayor Mesh y cada una de las fracciones obtenidas fue nombrada de
acuerdo al namero de Mesh del tamiz que las retuvo. Las fracciones obtenidas y
ensayadas fueron 35, 50, 60, 70 y 140. La fraccién de particulas grandes (Mesh 18)
también fue ensayada. Los resultados obtenidos en esta experiencia demuestran que
para una cantidad fija de sustrato a medida que el tamafio de particula disminuye la
actividad aumenta, llegando a un punto donde el area se hace saturante (particulas
menores que las retenidas por tamices de Mesh 70) y no se encuentra diferencia

significativa entre la actividad enzimatica entre un tamafio y otro (Figura 5).
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Figura 5. U azog/ml en el tubo de reaccién para una misma cantidad de extracto enzimatico (ul) y de

sustrato (30 mg) variando el tamafio de particula
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Con este experimento se confirma el hecho de que lo importante en las
reacciones heterogéneas es lo que la enzima “ve” del sustrato y no directamente la
cantidad de éste que se encuentra presente en el medio. Si se supone que las particulas
de sustrato son esferas cuyo diametro esta dado por el tamafio de la malla del tamiz mas
pequefio que puede atravesar, se puede calcular la relacion entre el area superficial y el
volumen de las mismas (Goldberger & Robbins, 1984). La curva de la Figura 5 puede
ser dividida en dos regiones. La primera region corresponde a las fracciones de sustrato
que tienen un area superficial total insuficiente para saturar la cantidad de enzima
utilizada (es la superficie disponible del sustrato quien limita la velocidad de reaccion).
La segunda region de la curva corresponde a aquellas fracciones de sustrato que tienen
una relacion area/volumen mayor en donde ahora el éarea superficial total satura la
cantidad de enzima (enzima limitante de velocidad de reaccion). Este comportamiento
podria ser explicado asumiendo que la velocidad de reaccidén es proporcional a la
cantidad de enzima adsorbida, y que el fendbmeno de absorcion sigue el modelo de una
isoterma Langmuir (Mc.Laren & Packer, 1970). Es interesante observar que en la
primera region de la curva, la velocidad de reaccion es proporcional al area externa de
superficie por unidad de volumen. Este hecho sugiere que, en este caso, sélo la
superficie externa del sustrato esta disponible para la enzima. Cavalitto et al. (1997), asi
como Burns et al. (1989) han reportado en sendos trabajo que la accion de Pectinasa SE
sobre protopectina asi como la accion de celulasas de Trichoderma reesei sobre pulpa

de madera, ocurren también sobre la superficie mas externa del sustrato estudiado.

La fraccion de sustrato denominada Mesh 70 fue seleccionada para los ensayos
siguientes por ser esta fraccion perteneciente a la segunda region de la curva y por ser
una de las fracciones obtenidas méas abundantes al momento de la preparacién del

sustrato. La cantidad de sustrato se fijé en 30 mg.

Efecto del tiempo de reaccion en la medida de actividad queratinolitica

Con las variables tamafio de particula y cantidad de sustrato fijas, se estudio el
tiempo de incubacion en el que la velocidad de reaccion se considera “inicial”. El rango
de tiempo de incubacion estudiado fue de 5 a 60 minutos. Se puede observar (Figura 6)

que, bajo las condiciones de medida, la actividad enzimatica se mantuvo proporcional al
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tiempo hasta los 40 minutos de reaccion. Por razones de practicidad se eligié un tiempo
de reaccién de 25 minutos como medida en el tiempo estandar, pudiendo ser éste
alargado sin inconvenientes si la cantidad de enzima es menor a la utilizada para estos

€nsayos.
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Figura 6. Aabs 440 nm producido por una determinada cantidad de extracto enzimatico en funcién del

tiempo, utilizando 30 mg de sustrato retenido por un tamiz de Mesh 70.

Efecto de la concentracion de la enzima en la medida de actividad queratinolitica

Como ultimo paso en la puesta a punto de la medida de actividad queratinolitica
se estudid la linealidad de la medida de actividad variando la cantidad de enzima
agregada (ul de extracto enzimatico). La cantidad de enzima adicionada vari6 entre 5-
100 pl, utilizando BT para completar el volumen final de 0.1ml. Puede observarse en la
Figura 7 que la relacion enzima agregada/act. azoqueratinolitica se mantiene lineal hasta
aproximadamente un volumen de 25 ul de extracto enzimatico (que es equivalente a 10

unidades en el tubo de reaccion).
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Figura 7. Relacién entre actividad recuperada y cantidad de enzima agregada (ul)

De acuerdo con los resultados anteriores, se propone el uso de 30 mg de
azoqueratina (mesh 70) como sustrato, 800 ul de BT, 100 ul del extracto enzimatico
convenientemente diluido y un tiempo de reaccién de 25 min para la evaluacién de la
actividad queratinolitica. Bajo estas condiciones de reaccion, una unidad de actividad
azoqueratinolitica se define como la cantidad de enzima que produce un aumento en la
absorbancia de 0.01 a 440 nm por minuto a 37 °C. Teniendo en cuenta que la maxima
cantidad de actividad enzimética afiadida al tubo de ensayo debe no exceder de 10

unidades.

Especificidad del sustrato azoqueratina

Una vez establecidas las condiciones de medida de actividad queratinolitica se
procedio a estudiar la especificidad del sustrato. Asi, ademas del extracto enzimatico de
P. lilacinum, se utilizaron las siguientes proteasas comerciales: Proteinasa K (Promega),
Proteasa de Streptomyces griseus (Sigma), Alcamax (Cergen) y Papaina (Fluka). De
todas ellas se prepararon soluciones stock de 1mg/ml en BT y fueron luego diluidas
convenientemente para la determinacion de actividad proteolitica y queratinolitica. Para
cada una de estas proteasas se determind la relacion entre la velocidad de hidrolisis del
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sustrato azoqueratina y el sustrato azocaseina (relacion Q:C). En la Tabla 3 se muestra
el grado de hidrolisis para los sustratos azoqueratina y azocaseina, en términos de
actividad especifica, y la razén queratina/caseina (Q/C). Se puede observar que tanto el
extracto enzimatico como Proteinasa K y Alcamax son las proteasas que tienen una
relacion Q/C mayor a 5 y las enzimas Protease from Streptomyces griseus y Papaina
tienen una relacién Q/C menor a 5. Al existir al menos una proteasa que presente una
relacion Q/C menor a 5 hace que el sustrato azoqueratina pueda ser catalogado como un

sustrato especifico para queratinasas.

Tabla 3. Grado de hidrélisis de los sustratos azocaseina y azoqueratina, en términos de actividad

especifica, y la razon queratina/caseina (Q/C).

Actividad Actividad Relacion Q/C
azocaseinolitica (U/mg) azoqueratinolitica
Extracto enzimético 15.67 159.3 10.17
Proteinasa K 33.9 218.7 6.45
Proteasa 40.1 94.93 2.37
Alcamax 4.6 274 5.96
Papaina 7.6 3.9 0.51

Resumiendo, teniendo cuidado de mantener todas las precauciones en la medida
de actividad se puede concluir que esta técnica posee una confiabilidad satisfactoria en
cuanto a que realmente lo que se mide es actividad contra queratina. Sin embargo

existen ciertos detalles que no deben ser pasados por alto:

e Es una técnica engorrosa cuando se deben manejar grandes volumenes de
muestras.

e Tanto este sustrato como el sustrato azul de queratina provisto por la marca Sigma
varian entre lotes. Esto se traduce en la posibilidad de que la actividad enzimatica

varié al cambiar de lote del sustrato (o el lote de harina de pluma).

Debido a esto, se decidio, siempre que fuera posible, utilizar como técnica de
rutina la medida de actividad proteolitica sobre el sustrato azocaseina. La medida de
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actividad azoqueratina se utilizé para confirmar hechos tales como que P. lilacinum
realmente producia queratinasas, el curso de la produccion enzimética a lo largo del
tiempo, que la queratinasa purificada realmente era una queratinasa y no alguna otra
proteasa producida por el hongo, etc. A su vez, en los capitulos posteriores de la tesis se
demostrara el hecho de que la existencia de una relacion Q/C constante a lo largo del
cultivo nos permite utilizar la actividad proteolitica como medida indirecta de la
actividad queratinolitica, permitiendo el manejo de un nimero mayor de muestras por

VEZ.
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Resumen

Con el objetivo de seleccionar uno 0 mas microorganismos con capacidad de
producir enzimas queratinoliticas, se llevd a cabo un screening de un grupo de hongos
filamentosos aislados de suelos con alto porcentaje de carbonato de calcio y pH entre
7.2 'y 9.0, que constituyen el ecosistema de bosques nativos xéricos dominados por tala
y coronillo. A este grupo de hongos filamentosos se le incorporé un hongo aislado de
los suelos del Paseo del Bosque de la Ciudad de La Plata. El primer paso para la
identificacion de las cepas productoras de actividad queratinolitica consistié en estudiar
la produccion, por parte de los mismos, de un halo de hidrélisis cuando se hicieron
crecer sobre un medio agarizado que contenia harina de pluma como sustrato
queratinico. Si bien los 6 microorganismos estudiados tuvieron la capacidad de crecer
sobre este medio, s6lo 3 de ellos fueron capaces de hidrolizar este sustrato y generar un

halo despues de 15 dias de cultivo.

Estos 3 microorganismos capaces de generar halo de hidrolisis fueron
seleccionados para estudiar la produccion enzimatica en fermentaciones en sustrato
solido y en medios liquidos utilizando residuo pelo como fuente de carbono, nitrégeno y
energia, obteniéndose la mayor produccion de enzimas proteoliticas por parte de
Purpureocillium lilacinum LPSC # 876, el cual fue seleccionado para este trabajo de

tesis.
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Introduccion

Hoy en dia, gracias a los avances en el campo de la genética y la ingenieria de
proteinas, las enzimas han adquirido un rol fundamental dentro de los procesos
industriales. En la actualidad, los procesos biotecnolégicos estdn empezando a
reemplazar a ciertos procesos quimicos, no sélo porque son una alternativa mas
amigable con el medio ambiente, sino también porque en algunos casos pueden resultar
hasta econdmicamente mas viables (Gupta & Ramnani, 2006). En términos generales un
biocatalizador debe ser estable y activo en las condiciones del proceso en el que sera
usado para que éste resulte Gtil y tenga un impacto positivo sobre el mismo. Por lo que,
el primer paso en el desarrollo de un producto enzimatico suele ser un screening de un
gran nimero de microorganismos adaptados a distintas condiciones ambientales a los
efectos de poder obtener enzimas con caracteristicas bioquimicas relevantes que las
hagan atractivas y aptas para la aplicacion en particular que uno desea. Una vez
seleccionado el microorganismo, se continta estudiando las condiciones de cultivo en
las cuales se expresa en mayor cantidad el biocatalizador y se procede a su purificacion
y caracterizacion bioguimica. Generalmente esta Ultima etapa suele complementarse con
el desarrollo de técnicas de biologia molecular para el clonado y sobreexpresion del gen
codificante de este biocatalizador. Esto se realiza por varias razones, entre ellas, tener
una produccion del biocatalizador en cantidad adecuada del orden de los mg/l o g/l,
simplificar el proceso de purificacion y aumentar la actividad y estabilidad del mismo
(ingenieria de proteinas). La adopcion o no de este nuevo proceso enzimatico dependera
entre otras cosas, del impacto en la calidad y costo del producto final, asi como de las
ventajas que presenta su implementacién a nivel ambiental sustituyendo las etapas

quimicas generalmente contaminantes y consumidoras de energia.

El presente capitulo esta relacionado con la bdsqueda de microorganismos
capaces de degradar un residuo de naturaleza queratinica (residuo pelo) mediante la
produccién de enzimas queratinoliticas. Los microorganismos capaces de degradar la
queratina se encuentran en ambientes donde hay un constante abastecimiento de
queratina, como por ejemplo areas densamente pobladas por aves o mamiferos

(Marcantini et al., 1980), suelos arables (Kornillowicz-Kowalska & Bohacz, 2002), asi
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como también en los lugares donde se encuentran desechos de este tipo de residuos
como ser mataderos de aves y curtiembres, etc. Varios autores han reportado que
sumada a la presencia de este sustrato, el contenido de humus del suelo, asi como el pH
del mismo entre neutro y levemente alcalino y el alto contenido de CaCO3 son factores
favorables para el desarrollo de hongos queratinofilicos (Chmel et al., 1972; Garg et al.,
1985; Kaul & Sumbali, 1997). Un ejemplo de este tipo de suelos lo constituye el
ecosistema de los bosques nativos xericos dominados por las especies de &rboles Celtis
tala Gill ex Planch. (Fam. Ulmaceae) «tala» y Scutia buxifolia Reiss (Fam.
Rhamnaceae) «coronillo», asociado a los pastizales ocupados por Distichlis spicata (L.)
Grenne, ubicados en la regién oriental de la provincia de Buenos Aires (Arturi et al.,
1996). Este conjunto de ecosistemas forman parte del “Parque Costero del Sur” (reserva
de la Bioesfera Costero Sur). Esta zona se caracteriza por los diferentes tipos de suelo,
alcalino-calcareos (Rendolls), neutros (Argialbols) y alcalinos-sodicos (Natracualfs). El
grupo de investigacion de la Dra. Marta Cabello del Instituto Spegazzini (UNLP) se ha
dedicado desde ya hace varios afios a la busqueda de hongos filamentosos presentes en
estos suelos y junto con la Dra. Lorena Eliades han realizado un relevamiento de los
microorganismos queratinofilicos presentes en esta zona. Ese trabajo consistid en el
aislamiento de 69 especies fungicas de las cuales 32 resultaron ser positivas para la
produccion de actividad queratinolitica (Eliades, 2008). De ese trabajo se seleccionaron,
para este trabajo de tesis, los mejores productores de actividad (Acremonium murorum,
Aspergillus sidowii, Cladosporium cladosporoides, Neurospora tetrasperma y
Westerdykella dispersa) y se incorpor6 ademas, una especie fungica aislada de los
suelos del Paseo del Bosque de la Ciudad de La Plata. (Purpureocillium lilacinum (ex
Paecillomyces lilacinus) (Thom) Samson (Gortari et al., 2008) para seleccionar entre
ellos el mejor productor de actividad queratinolitica, estudiar luego en profundidad su

produccién, purificacién, caracterizacion y potenciales aplicaciones biotecnoldgicas.

Hongos subdivisién Deuteromycota: Caracteristicas Generales

También denominada Fungi Imperfecti (hongos imperfectos), esta subdivision
clasifica a numerosos hongos cuya reproduccion sexual no ha sido adn observada

(Rivera Coto, 1991). A excepcion de las levaduras espordgenas, la mayoria de la
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especies se reproducen por conidios, observandose que los estados conidiales son muy
similares a los presentes en algunos Ascomycotinos bien conocidos. Lo cual permite
suponer que los hongos imperfectos representan estados conidiales de Ascomycota (0
mas raramente Basidiomycota) cuyos estados ascigeros (desarrollo del asco) se forman
tan raramente en la naturaleza que no han sido hallados, o bien han desaparecido del

ciclo bioldgico en la evolucion de estos organismos.

Con excepcion del talo de las levaduras espordgenas, el talo de los Fungi
Imperfecti suele estar formado por un micelio bien desarrollado, formado por hifas
septadas y ramificadas. Los conidios se encuentran generalmente en el extremo de los
conidioforos, y éstos pueden estar distribuidos a lo largo de hifas somaticas o bien
agruparse para constituir varios tipos de cuerpos fructiferos asexuados o conidiomas.
Los caracteres basicos que se utilizan para la clasificacion de estos hongos son su forma
de reproduccién, la ontogenia en la produccién de esporos, forma, color, etc (Larone,
1995; Collier et al., 1998).

Los hongos estudiados en este capitulo son hongos imperfectos y se pueden
clasificar de acuerdo a su capacidad de crecer a distintos valores de pH en hongos
alcalinos tolerantes (crecen tanto a pH 9.0-10.0 como a pH 6.0) y hongos alcalofilicos
(crecen solamente a pH 9.0-10.0) (Eliades et al., 2006). Algunos de estos hongos como
P. lilacinum y A. murorum se encontraron en gran abundancia en suelos perturbados y
no perturbados por la accion humana, en tanto que otros como C. cladosporoides se
encuentra en forma escasa en suelos perturbados (Cabello & Arambarri, 2002; Eliades
et al., 2006).

De manera muy sucinta se detallan a continuacion las caracteristicas de los géneros

estudiados en esta tesis.

Acremonium murorum

Es un hongo cosmopolita, aislado de suelos y restos vegetales. Algunas especies
suelen ser causantes de infecciones como endocarditis, micetoma eumicotico, 0
queratitis (Fincher et al.,, 1991). Acremonium posee una tasa de crecimiento

relativamente rapido, madurando luego de una semana. Se desarrolla en colonias de 1-3
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cm luego de haber sido incubado a 25 °C durante 7 dias en agar papa glucosado (APG).
La textura de la colonia es compacta y aterciopelada. Luego de un determinado periodo
de tiempo, puede presentar un aspecto algodonoso debido al crecimiento excesivo de las
hifas. Las colonias suelen presentar un color blanco, gris péalido o rosa en su superficie,
con un reverso sin color o también rosa debido a la produccion de pigmentos (Collier et
al., 1998). Al microscopio se observan hifas hialinas tabicadas de espesor muy fino.
Suele observarse que las hifas a menudo forman cuerdas. En la punta de las hifas se
forman fidlides no ramificados y erectos, separados de éstas por un tabique. En los
apices de las fialides se encuentran los conidios, hialinos, de 2-3 x 4-8 pm.
Generalmente se encuentran en grupos (clusters), unidos por un material gelatinoso
(Larone, 1995).

Figura 1. Acremonium murorum LPSC # 57: A la derecha se observa la colonia en APG, coloracion
rosacea debido a la formacion de pigmentos. A la izquierda se observan los conidios formando clusters
(40x)

Aspergillus sidowii

Es un hongo saprofito que se encuentra en los suelos y que pueden contaminar
alimentos. Es el hongo predominante en el trigo Qu (fuente méas utilizada de
microorganismos y enzimas para el vino de arroz) (Shang et al., 2012). Desde los afios
90, se lo encuentra en las aguas del mar Caribe como agente causal de la aspergilosis
en los abanicos de mar (sea fans) (Rypien et al., 2008). En APG este hongo produce
colonias de un color verde azulado con tonos marrones rojizos. La cabeza aspergilar

presenta una forma radiada, con vesiculas esféricas o casi esféricas con doble serie de
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células conidiogenas (cabeza aspergilar biseriada). Los conidiéforos son hialinos. Los

conidios son azules, esféricos y suelen medir 2.5-4.0 um de diametro (Harris, 2001).

Figura 2. Aspergillus sidowii LPSC # 931: A la derecha se observa la colonia en APG, colonias de un

color verde con tonos marrones rojizos. A la izquierda se observan las cabezas aspergilares (40x)

Cladosporium cladosporioides

Hongo dematedceo ampliamente distribuido en el aire y material orgéanico en
pudricién. En APG, a 25 °C, posee una tasa de crecimiento moderada, desarrollando
colonias de color verde oliva, marrdn o negras en el anverso y en el reverso de la
colonia el color es negro, de textura aterciopelada. La mayor parte de las especies de
Cladosporium sp. no crecen a temperaturas superiores a 35 °C. Al microscopio se
observan hifas pigmentadas y tabicadas con conidiéforos erectos, pigmentados y no
geniculados. Los conidios son de forma eliptica o cilindrica, de color pélido al marrén
oscuro. Se presentan en cadenas que se desarticulan facilmente. Esta especie en

particular ademas, suele producir conidios unicelulares (Collier et al., 1998).

Figura 3. Cladosporium cladosporioides LPSC # 953: A la derecha se observa la colonia en APG,
colonias de un color verde oliva. A la izquierda se observan hifas pigmentadas y tabicadas. Los conidios

son de una forma eliptica o cilindrica, de un color palido (40x)
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Neurospora tetrasperma

Conocido como el hongo naranja del pan, es un microorganismo “modelo” para
investigaciones cientificas por su rapido crecimiento y su capacidad de supervivencia en
medios minimos. Se lo encuentra en areas tropicales y subropicales y se aislé por
primera vez en la Argentina de los suelos del Parque Costero Sur en el afio 2006
(Eliades et al., 2006). En APG a 25 °C posee un crecimiento rapido, con colonias
naranjas o amarronadas, con abundante produccion de ascomas ostiolados de color
oscuro (180-570 pum) con 4 ascosporos. Los ascosporos son de forma elipsoidal o
alargados, hialinos de color marron amarillento, presentan en su pared nervaduras

longitudinales y en cada extremo un poro germinativo (Eliades et al., 2006).

Figura 4. Neurospora tetrasperma LPSC # 837: A la derecha arriba se observa la colonia en APG,
colonias naranja-amarronada con abundante produccién de ascomas oscuras. A la izquierda se observan
los ascomas, en el interior se observan los ascosporos (10x). Abajo derecha se observa el borde de un

ascoma con un ascosporo. A la izquierda se observan hileras de ascosporos de forma elipsoidal (40x)
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Purpureocillium lilacinum (ex Paecilomyces lilacinus)

Hongo filamentoso, cosmopolita que ha sido aislado de una amplia variedad de
habitats, incluyendo suelos, bosques, desiertos y sedimentos de estuarios, asi como en la
rizosfera de diferentes cereales y en productos alimenticios. Se lo ha encontrado
también en los huevos de nematodos en los nudos de las raices de las plantas. Es una
especie capaz de crecer en un amplio rango de temperaturas (8-38 °C) y presenta una
amplia tolerancia a pHs extremos, pudiendo crecer en una gran variedad de sustratos
(Domsch & Gams, 1980). En APG, P. lilacinum forma un denso micelio que primero es
de color blanco y luego de 10 dias toma una coloracién vinaceo o violaceo que da
origen a los conididforos, éstos soportan fialides divergentes con largas cadenas de
conidios elipticos (Samson, 1974). Esta especie se aisld de los suelos del paseo del
Bosque de La Plata en el afio 2007 (Gortari et al., 2008).

Figura 5. Purpureocillium lilacinum LPSC # 876: A la derecha se observa la colonia en APG de color
violaceo claro luego de 5 dias de cultivo. A la izquierda se observan las fialides largas y divergentes con

conidios elipticos (40x)

Westerdykella dispersa

Hongo saprofitico aislado por primera vez en la Argentina en el afio 2006,
presenta un micelio homotalico con profusas ramificaciones. En APG forma colonias
claras con abundante produccion de ascomas con ascos globosos de 10-14.5 um con
ascosporos de 2.0-3.0 x 2.5-5 um, hialinos en los primeros estadios y luego marrones
claros (Eliades et al., 2006).

70



%/fo’y/ﬁm/a de ﬂ/zjw'mmj ylmra/lfﬂ(f/(?/ﬂ((d
‘

Figura 6. Westerdykella dispersa LPSC # 834: A la derecha se observa el anverso de la colonia en APG
color blanco, en el medio se observa el reverso de la colonia con abundante produccion de ascomas

globosos. A la izquierda se observan abundantes ascosporos (40x)

Cultivo de hongos imperfectos

Los hongos pueden cultivarse in vitro sobre la superficie de medios agarizados,
o bien sobre medios particulados sin agua libre. Este ultimo sistema es conocido como
fermentacion en sustrato sélido (FSS). Alternativamente también se los puede cultivar
en medios liquidos (cultivos sumergidos) en los cuales el micelio se encuentra
totalmente disperso en el medio acuoso. Desde el punto de vista fisioldgico, la FSS es el
sistema de cultivo que probablemente mejor refleje las condiciones ambientales que
estos hongos encuentran en el suelo. Los hongos filamentosos se adaptan facilmente a
este tipo de sistema, ya que su crecimiento en forma de hifas los favorece desde el punto
de vista de la colonizacién y el aprovechamiento de nutrientes disponibles. La FSS se
puede llevar a cabo empleando sustratos naturales con alta capacidad de adsorber agua,
como granos (arroz, cebada, etc), residuos agroindustriales (afrechos, pomazas de
frutas, etc) o bien utilizando soportes porosos impregnados en medio nutritivo (Pandey,
2003). En el presente trabajo se utilizo el crecimiento en medios agarizados como un
pre-screening de estos hongos con el fin de seleccionar aquellos que presentaba
actividad proteolitica extracelular. Luego, los hongos seleccionados fueron cultivados
utilizando ambos sistemas de cultivo: el sistema de fermentacion en sustrato solido y
fermentacion en medios liquidos. En el pre-screening se utilizd harina de pluma como

sustrato queratinico y en los cultivos se utilizé residuo pelo.
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Materiales y métodos

Microorganismos, medios y condiciones de cultivo

Para la seleccién de microorganismos productores de enzimas con actividad
queratinolitica se utilizaron seis especies fungicas no patdgenas aisladas de suelos de la
provincia de Buenos Aires, todas ellas pertenecientes a la coleccion del Instituto
Spegazzini de la Universidad Nacional de La Plata (Acremonium murorum (Corda)
Gams var. murorum LPSC # 57, Aspergillus sidowii LPSC # 931, Cladosporium
cladosporoides LPSC # 953, Neurospora tetrasperma LPSC # 837, Purpureocillium
lilacinum (Thom) Samson LPSC # 876 y Westerdykella dispersa LPSC # 834). Las
cepas fueron proporcionadas por la Dra Lorena Eliades, Dra. Lorena Rojas (A.
murorum) y la Med. Vet. Cecilia Gortari (P. lilacinum). A partir de los cultivos en tubos
con agar inclinado, se realizé un repique de cada uno de ellos a placas con agar papa

glucosado (APG) a fin de tener un cultivo stock, que fue conservado a 4 °C.

Conservacion de las cepas

De los cultivos stock de cada una de las cepas, se sembraron erlenmeyer de 100
ml con medio APG para producir conidios, los cuales se resuspendieron en una solucion
crioprotectora de leche descremada (10 % p/v) e inositol trifosfato (5 % p/v) y se
liofilizaron. Al final del proceso, las ampollas con el liofilizado fueron saturadas con N,
a los efectos de excluir la posible presencia de O, y vapor de agua, se sellaron y se
conservaron a 4 °C. Cuando fue necesario, las cepas liofilizadas se recuperaron
mediante rehidratacion con agua estéril seguida por plagueo en medio APG. Estos
cultivos se conservaron refrigerados por un periodo no mayor de 2 meses; transcurrido
este tiempo se desecharon y se prepararon nuevamente. Para la preparacion de los

indculos se partié siempre de una placa de APG.
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Ensayo cualitativo de la produccion de actividad queratinolitica utilizando Agar

Harina de Pluma

La capacidad de las cepas fangicas de producir enzimas queratinoliticas fue
evaluada sembrando puntualmente cada una de ellas en el centro de placas de agar
harina de pluma (FMA-feather meal agar), las cuales se incubaron a 28 °C y se
observaron diariamente. La capacidad de producir enzimas queratinoliticas se determino
de acuerdo a la presencia o ausencia de halo de hidrolisis (Sangali & Brandelli, 2000).
La composicion de FMA es (g/l): harina de pluma, 15; NaCl, 0.5; K,HPO,, 0.3;
KH,POy, 0.4 y agar, 15 (pH 7.2) (Sangali & Brandelli, 2000). Aquellas cepas que
presentaron halo fueron seleccionadas para el estudio de la produccion utilizando
residuo pelo como sustrato queratinico en los dos sistemas de cultivos antes

mencionados: fermentacidn en sustrato sélido y en medio liquido.

Produccidn del inéculo (suspension de conidios) para los cultivos

Los conidios se obtuvieron a partir de cultivos en APG incubados durante 10
dias en oscuridad a 28 °C de cada una de las cepas resuspendiéndolos con una solucion
estéril (10 ml) de Tween 80 (0.05 % p/v). La concentracidn de esporos se determind por

recuento en cadmara de Neubauer.

Cultivos en sustrato solido y medio liquido

Se utiliz6 un medio mineral base formulado de la siguiente manera (g/l):
NaH,PO,,0.496; K,HPO, ,2.486; FeCl;.6H,0, 0.016; ZnCl,, 0.013; MgCl,, 0.010 y de
CaCly, 0.11 mg (pH 7.0) (Galarza et al., 2007). Como sustrato se utiliz6 residuo pelo
proveniente de una curtiembre local que utiliza el método de depilado conservador de
pelo. Este se lavd con agua corriente reiteradas veces para retirar restos de piel y se seco

a 60 °C durante 2 dias. Luego se guardd a temperatura ambiente hasta su utilizacion.

- Cultivos en medio sélido: La FSS se llevé a cabo en placas de Petri conteniendo 3.0 g

de residuo pelo, esterilizadas por autoclave (15 min a 121 °C), e inoculadas con 10 ml
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de la solucién mineral base conteniendo 2x10° conidios por ml. Las cajas fueron
incubadas durante 28 dias en atmosfera saturada a 28 °C. Al tercer dia de cultivo se
tomo la primera muestra y luego se tomaron muestras diariamente. Se tomaron 2 cajas
de cada uno de los cultivos y se procedié al procesado de los mismos. El contenido
completo de cada placa se transfirio un vaso de precipitado al cual se le adicion6 30 ml
de una solucion 0.5 M NaCl y se agitd durante 15 minutos mediante una barra
magnética. El extracto crudo obtenido en este paso se centrifugd (5000 x g, 20 min, 4
°C) para retirar los restos de residuo pelo y biomasa, y luego se filtré a través de una
membrana de celulosa de 0.45 mm. El extracto enzimético se conservé a -20 °C hasta su

posterior analisis (Galarza et al., 2005).

- Cultivos liquidos: Las fermentaciones sumergidas (FS) se llevaron a cabo en
erlenmeyers de 500-ml conteniendo 200 ml de medio mineral base con 2 g de residuo
pelo esterilizados por autoclave (15 min a 121 °C) e inoculados con una suspensién de
conidios para obtener una concentracion en el erlenmeyer de 2x10° conidios por ml. Los
cultivos se incubaron a 28 °C por un término de 17 dias a 200 rpm en agitacién orbital
(New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA). De igual manera que en los cultivos
solidos, luego del tercer dia se tomaron muestras diarias de 5 ml de cada cultivo, los
cuales se centrifugaron (5000 x g, 20 min, 4 °C) para retirar los restos de residuo pelo y

biomasa. El sobrenadante (extracto enzimatico) se conservo a -20 °C hasta su analisis.

Determinacion de actividad enzimatica y de contenido de proteinas

Las muestras de las FSS y FS fueron analizadas en términos de actividad
proteolitica utilizando azocaseina como sustrato, siguiendo el protocolo detallado en el
capitulo 2. El contenido de proteinas solubles se determind por el método de Bradford
(1976) utilizando como estdndar una solucién de seroalbdmina bovina (Sigma
Chemicals, St. Louis, MO, USA).

Analisis estadistico
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Todos los cultivos se realizaron por duplicado, en tanto que las determinaciones
analiticas (actividad proteolitica y determinacion de proteinas) se realizaron por

triplicado. Los datos se expresan como media + desviacion estandar.
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Resultados y discusion

Ensayo cualitativo de la produccion de actividad queratinolitica

A. murorum, A. sidowii, C. cladosporoides, N. tetrasperma, P. lilacinum y W.
dispersa fueron las cepas seleccionadas para el estudio de la produccién de
queratinasas. El primer paso de esta seleccion consistio en el uso de un ensayo
cualitativo con el fin de seleccionar las cepas positivas sin importar cuanta actividad
produjera cada una de ellas. Luego de 15 dias de cultivo, se observo que, si bien las 6
cepas fueron capaces de crecer en FMA s6lo 3 de ellas produjeron un halo de hidrolisis
alrededor de la colonia, indicativo de que poseian actividad queratinolitica extracelular
(Figura 7).

Figura 7. Ensayo cualitativo en placas de agar harina de plumas. A) A. murorum, B) C. cladosporoides,
C) P. lilacinum, D) A. sidowii, E) N. tetrasperma y F) Westerdikella dispersa. A, B y C: cepas positivas
con halo de hidrdlisis alrededor de las colonias.

Wawrzkiewicz et al. (1991) atribuyen esta observacion (halo de hidrolisis) a una
secreciéon activa de enzimas queratinasas al medio (enzimas extracelulares). Varios
autores han reportado el uso de esta técnica con el fin de seleccionar microorganismos
con habilidad de hidrolizar queratina, como Sangali & Brandelli (2000). De acuerdo con

los resultados obtenidos en esta prueba cualitativa, A. murorum, C. cladosporoides y P.
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lilacinum fueron los hongos seleccionados para continuar con el estudio de la

produccidn enzimatica.

Fermentacion en sustrato solido

Un aspecto critico de la FSS es el control de la actividad acuosa (ay) del medio,
ya que en este tipo de cultivos la mayor parte del agua se encuentra adsorbida en el
material solido o sustrato. La disminucion de a,, por debajo de un valor 6ptimo afecta
marcadamente el crecimiento de los hongos (y microorganismos en general) lo que se
manifiesta en una extension de la fase de latencia, disminucion de la velocidad
especifica de crecimiento y reduccion de la produccién de biomasa. Si bien los hongos
pueden tolerar valores de a, del orden de 0.95, en esta tesis se asumié como valor
minimo aceptable para el crecimiento un valor de 0.98, para evitar efectos adversos

sobre el crecimiento fangico y la produccion de enzimas.

Como es sabido, todo cuerpo poroso adsorbe o pierde humedad si no hay una
igualdad entre la actividad acuosa del vapor del aire circundante y del cuerpo himedo.
Mientras que los valores de la presion de vapor sean diferentes, habré una transferencia
de humedad del cuerpo al medio circundante o viceversa. La magnitud de esta
diferencia depende esencialmente de la humedad relativa (HR) del aire. Durante este
proceso la temperatura del cuerpo poroso tiende a alcanzar la temperatura seca del
ambiente, por lo tanto, existe una relacion directa entre la temperatura, la humedad de
un ambiente dado y la humedad de equilibrio del material. Se llega de esta forma a la
nocion de equilibrio higroscopico, que corresponde al equilibrio entre las presiones
parciales de vapor del aire del ambiente y del sustrato himedo. Por definicion, la a,, del
solido es el valor de la HR con la cual estd en equilibrio y corresponde a la

disponibilidad del agua para intervenir en reacciones de cualquier tipo (Rojas, 2009).

Para caracterizar el residuo pelo en relacion a sus propiedades de hidratacion
(relacion entre contenido de agua y ay), la Dra. Eliades (2008) determind las isotermas
de desorcion de agua en un rango de 1.0 a 0.9. Comunmente se realizan isotermas de
adsorcion y desorcion para caracterizar las propiedades de hidratacion de un solido y en

general son diferentes debido al fendbmeno de histéresis. En nuestro caso, se considerd
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unicamente la isoterma de desorcion ya que en la practica el medio sélido se prepara
con una humedad inicial equivalente a una a,, de 1.0 y se asume que en el transcurso del
cultivo la humedad puede disminuir a un valor critico para el crecimiento microbiano. A
partir de los resultados obtenidos por la Dra. Eliades (2008) se determind que para
lograr un valor de a, de 0.98 como minimo aceptable para los cultivos fangicos, la

humedad del medio debe ser mayor o igual a 2.37 g de agua / g de residuo pelo.

La FS se llevd a cabo en placas de Petri con 3 g de residuo pelo, inicialmente
cada placa contenia 3.33 g de agua/g de residuo pelo y se incubaron por un periodo de
28 dias en atmdsfera saturada, tomando dos placas diarias a partir del tercer dia de
cultivo para las determinaciones analiticas de actividad y proteinas. Las 3 cepas
fangicas estudiadas crecieron sobre este sustrato queratinico, sin embargo la mayor
produccion de actividad proteolitica (medida indirecta de la actividad queratinolitica) se
observo para P. lilacinum (Figura 8 A).
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Figura 8 A. Produccion de actividad proteolitica por varias cepas de hongos. La actividad de proteasa se
determin6 mediante el ensayo de azocaseina después de 3, 10, 18 y 24 dias de incubacion para el cultivo

de estado sélido

Se observo que la actividad proteolitica de este hongo ya era bastante superior a
los 3 dias de cultivo en comparacion con la de los otros dos hongos estudiados,
alcanzando un maximo a los 10 dias, el cual se mantuvo por alrededor de 8 dias, para

descender a 5.0 U go/ml luego de 24 dias de cultivo. ElI hecho de que se haya
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observado un valor de 10.9 U ,,/ml a los 10 y 18 dias de cultivo puede tener dos
explicaciones posibles, una puede ser la prolongada estabilidad que presenta el extracto
enzimatico producido por el hongo en esas condiciones de cultivo o, que durante ese
periodo de tiempo la velocidad neta de acumulacion de la misma se haya mantenido
constante, es decir, velocidad de produccion y de auto prote6lisis se mantuvieron
constantes y luego (24 dias) haber sido mayor la velocidad auto protedlisis dando como
resultado una menor actividad. El estudio de la produccion de queratinasas en FSS es un
topico que no ha sido muy desarrollado, existen sélo algunos reportes de produccién
utilizando sustratos tan variados gque van desde las plumas y harina de cuernos hasta el
uso de bagazo de cafia o paja de arroz (De Azaredo et al., 2006; Rai et al., 2009; Kumar
et al., 2010; EI-Gendy, 2010), sin embargo el uso de residuo pelo como sustrato en FSS
es limitado a un screening para la seleccién de especies potencialmente queratinoliticas
sin hacer un estudio mas profundo de la produccion o caracterizacion de las enzimas
(Eliades et al., 2010) y a su potencial utilizacion como sustrato para la produccion de

enzimas por el hongo Trichophyton ajelloi (Galarza et al., 2004; Galarza et al., 2005).

Fermentacion sumergida

Es un hecho que el metabolismo que presenta un microorganismo cuando es
cultivado en FSS y en FS es totalmente distinto, por ejemplo Aspergillus niger cuando
es cultivado en presencia de salvado de trigo y leche de soja produce la enzima fitasa
solo en FSS (884 U/g) y no hay actividad detectable con los mismos sustratos en FS
(Krishna & Nokes, 2001) o viceversa, en el caso de la enzima xilanasa es producida por
Bacillus sp. en mayor titulo cuando se lo cultiva en FS (6.18 U/g en FSS contra
16.13U/ml) (Gupta & Kar, 2009). Por esta razon se decidio someter a las 3 cepas
fangicas: A. murorum, C. cladosporoides y P. lilacinum a fermentaciones sumergidas y
ver el comportamiento enzimatico. Al igual que sucedié con las fermentaciones en
sustrato sélido, todas las cepas fueron capaces de crecer y producir actividad
proteolitica, sin embargo P. lilacinum resulto ser el que mayor titulo obtuvo (Figura 8
B).
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Figura 8 B. Produccion de actividad proteolitica por varias cepas de hongos. La actividad de proteasa se

determiné mediante el ensayo de azocaseina después de 3, 5, 10 y 18 dias de incubacion.

Sin embargo al comparar con la FSS, la actividad obtenida en este sistema de
cultivo es menor. Una ventaja ampliamente aceptada de la FSS es que la cantidad de
enzima producida por hongos filamentosos suele ser superior que la producida en FS,
sin embargo dentro de las ventajas de la FS se encuentran una purificacion mas sencilla
de los productos, mayor eficiencia en la transferencia de calor y materia, permite el

modelado del proceso y el escalado suele resultar méas fécil (Fang et al., 2013).

De los resultados anteriores se seleccion6 el hongo P. lilacinum para continuar
con este trabajo de tesis, el cual incluye el estudio y optimizacién de la produccion de
la/s queratinasa/s, su purificacion y caracterizacién, su inmovilizacion y el estudio de las
posibles aplicaciones de la misma y del hidrolizado de proteinas obtenido por accion de
la misma sobre el residuo pelo. Debido a las ventajas expuestas arriba, en las etapas
donde fue necesaria la produccion de la enzima, se opté por utilizar el sistema de

fermentacidn sumergida.
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Conclusiones

Se presento en este capitulo la seleccion de la mejor cepa fungica productora de
actividad proteolitica (utilizada como medida indirecta de la actividad queratinolitica).
Primeramente se realiz6 un ensayo cualitativo utilizando un medio agarizado con harina
de pluma como sustrato. En este medio, las cepas capaces de producir actividad
queratinolitica extracelular presentaron alrededor de la colonia un halo de hidrdlisis.
Una vez seleccionadas estas cepas se procedio al estudio de la produccién enzimatica
utilizando residuo pelo como sustrato en los dos sistemas de cultivos conocidos:
fermentacion en sustrato solido y fermentacion sumergida. Si bien las 3 cepas: A.
murorum, C. cladosporoides y P. lilacinum crecieron en presencia de este sustrato
queratinico como Unica fuente de carbono y energia, P. lilacinum resulto6 ser la cepa que
mayor actividad produjo, siendo de esta manera seleccionado para continuar con el

trabajo de tesis.

Comparando los resultados obtenidos en el ensayo sobre FMA y en los cultivos
FSS y FS, se ve claramente que no se puede establecer una relacion tan directa entre el
halo de hidrdlisis y la actividad obtenida después. Esto pudo deberse a la utilizacion de
diferentes fuentes de queratina. La harina de plumas, debido a su método de obtencion,
se compone principalmente por una queratina altamente desnaturalizada (B-queratina) y
de alguna manera podria ser hidrolizada con mayor facilidad que el residuo pelo, el cual
presenta en su estructura mayor porcentaje de puentes disulfuro haciéndolo mas
refractario a la degradacion (a-queratina) (Brandelli, 2005). Por lo que, se puede
proponer el uso de este ensayo como una primera prueba preliminar para evaluar la
capacidad queratinolitica de un microorganismo, debiéndose luego confirmar por una

evaluacion cuantitativa de la produccion enzimatica de SSF o SF.

Los resultados de este capitulo fueron publicados en JMB (Cavello et al., 2013).
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Resumen

El presente capitulo describe el estudio de la produccion de queratinasas por P.
lilacinum, la optimizacion de los componentes del medio de cultivo para maximizar esta

produccién y la caracterizacion bioquimica del extracto enzimatico.

Con el objetivo de definir cuales factores afectan la produccion de las enzimas
queratinoliticas se realizé un primer estudio utilizando la metodologia conocida como
one-variable-at-a-time. Se estudié el efecto de la incorporacion de fuentes de nitrégeno
exogenas, la existencia 0 no de represion catabdlica por glucosa, el efecto de la
variacion de la concentracion de iones propios del medio mineral base, asi como el
agregado de otros iones metalicos como Mn*? y Co* y del agregado de diferentes
agentes reductores al medio de cultivo. Dentro de los parametros fisicos del cultivo, se
estudid el efecto del pH inicial y de la temperatura. Se observé que la adicién de
glucosa (5 g/l) y de extracto de levadura (2.23 g/l) al medio basal con residuo pelo como
sustrato llevd a un aumento en la produccion de queratinasas. La temperatura 6ptima y
el pH inicial para la produccion fueron 28 °C y 6.0, respectivamente. Se observé un
efecto beneficioso cuando la concentracion original de los cuatro iones metalicos
presentes en el medio mineral base, se redujo en una relacion 1:10 con respecto a la
original. El rendimiento maximo de la enzima fue de 15.96 U azoc/ml, valor 6.5 veces

superior al medio de cultivo base del que se partio.

Una vez definidas las nuevas condiciones de cultivo (definidas por la
metodologia one-variable-at-a-time), se continu6 con la optimizacion del medio
mediante el uso de dos métodos estadisticos: un factorial fraccionario de Plackett-
Burman seguido de un disefio de superficie de respuesta compuesto central rotable. Con
esta Ultima metodologia se optimizaron aquellos factores que resultaron ser
estadisticamente significativos en el disefio de PB: pH inicial, concentracion de glucosa
y CaCl,. Las condiciones optimas de cultivo resultaron ser: 7.10 g/l de glucosa; 0.0065
mg/l de CaCl, y pH inicial de 5.60. Para esta condicién de cultivo, el rendimiento
méaximo predicho por el modelo fue de 26.7 U azoc/ml. La validacion del modelo

demostro que, tanto el polinomio como las correspondientes superficies de respuesta

87



@)//////f(l/('/('/// de los cullives //7//»/7(/('0’
‘

obtenidas describen adecuadamente la influencia de la concentracion de glucosa, de

calcio y el pH inicial en la produccion de queratinasas.

Finalmente, el extracto enzimatico fue caracterizado bioquimicamente. Las
condiciones Optimas de reaccidén asi como la estabilidad al pH y temperatura se
determinaron utilizando el disefio de superficie de respuesta de Doehlert. La actividad
del extracto enzimatico presentd un pH y temperatura Optima de 60 °C y pH 6.0,
respectivamente. Presentd una gran estabilidad en un amplio rango de valores de pH y
temperaturas. Entre de los inhibidores de proteasas y metales estudiados, el fenil metil
sulfonil fluoruro (PMSF) y el catién Hg*™ inhiben la actividad proteolitica indicando la
presencia de serin-proteasas tiol-dependientes con actividad queratinolitica. El extracto
enziméatico demostré una alta estabilidad frente a agentes tensioactivos, agentes
blanqueadores, y solventes organicos. Por medio de SDS-PAGE acoplado a zimograma
se observo que el extracto enzimatico estaba compuesto por dos proteasas, presentando

solo una de ellas actividad queratinolitica.
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Introduccion

Las enzimas queratinoliticas son producidas generalmente en fermentacion
sumergida por una amplia gama de hongos y bacterias (Onifade et al., 1998). Esta
produccidn se encuentra influenciada en gran medida por los componentes del medio de
cultivo, especialmente de las fuentes de carbono y nitrogeno, y por otros factores tales
como la densidad de inoculo, el oxigeno disuelto, pH inicial y tiempo de incubacion.
Esencialmente, cada microorganismo tiene sus propias condiciones especiales para la

méaxima produccion enzimatica (Puri et al., 2002).

La potencial aplicacion comercial de las enzimas depende de una produccion en
altos niveles, a costos bajos 0 moderados. El disefio de un medio adecuado para dicha
produccién es de suma importancia debido a que la composicion de éste influye en la
concentracion final del producto, el rendimiento y la productividad volumétrica. Por lo
tanto, detectar y optimizar cuéles son los componentes que afectan esta produccion son

la principal tarea para poder implementar un proceso bioldgico.

La estrategia de optimizacion clasica y mas comunmente utilizada es la
optimizacion de una variable a la vez (one variable at a time), donde cada parametro se
optimiza mediante la variacion del mismo, mientras que los deméas factores se
mantienen en un nivel constante (Joo & Chang, 2005; Khardenavis et al., 2009). Esta
metodologia no so6lo resulta ser tediosa, sino que también puede conducir a una mala
interpretacion de los resultados, sobre todo porque los efectos de la interaccién entre los
diferentes factores se pasan por alto. Sin embargo, puede tomarse como punto de partida
para llevar a cabo la optimizacion (Wenster-Botz, 2000).

Las limitaciones que presenta la metodologia one variable at a time pueden ser
subsanadas mediante el empleo de disefios factoriales y la metodologia de superficies de
respuesta (RSM). El disefio de Plackett-Burman (PB) es un disefio factorial fraccional
que permite estudiar el efecto de un gran nimero de variables de proceso con
relativamente pocos experimentos. Como todo disefio fraccionario, no permite
determinar las interacciones entre los distintos factores estudiados. Los factores que

resulten significativos en el disefio factorial fraccionario, se utilizan luego para la
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realizacion de disefio factorial completo o de superficies de respuesta (RSM) (Plackett
& Burman, 1946).

La RSM es una herramienta util para el estudio de los efectos de varios factores
que influyen en la respuesta mediante la variacion de forma simultanea de los mismos,
Ilevando a cabo un nimero limitado de experimentos. La RSM puede definirse entonces
como un conjunto de técnicas matematicas utilizadas en el tratamiento de problemas en
los que una respuesta de interés estd influenciada por varios factores de caracter
cuantitativo. En el presente trabajo se utilizé el Disefio Compuesto Central Rotable
(CCDR). Este disefio se presenta como alternativa a los disefios factoriales 3%y presenta
una serie de propiedades que lo hace ser uno de los mas utilizados para ajustar

superficies de respuesta de segundo orden (Herrera & Wilmer, 2000).
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Materiales y métodos

Microorganismo y produccién de in6culo

La cepa de trabajo Purpureocillium lilacinum LPSC # 876 fue repicada en
erlenmeyers de 100-ml conteniendo APG a fin de producir conidios para el inoculo de
los cultivos sumergidos. Luego de 10 dias en oscuridad a 28 °C, los conidios se
resuspendieron con una solucion estéril (10 ml) de Tween 80 (0.05 % p/v) y contaron en
camara de Neubauer. La concentracién promedio de conidios fue de 3x10® conidios/ml.

Medio y condiciones de cultivo

Los cultivos se llevaron a cabo en erlenmeyers de 500-ml con 100 ml de un
medio mineral base conteniendo residuo pelo como sustrato, cuya composicion fue la
siguiente (por litro): 10 g residuo pelo, 0.496 g NaH,PO,, 2.486 g K,HPO,, 0.016 g
FeCl3.6H,0, 0.013 g ZnCl;, 0.010 g MgCl,, y 0.11 mg CaCl;, (pH 7.0). Los erlenmeyers
fueron esterilizados en autoclave e inoculados con la suspensién de conidios para
obtener una concentracion final de 2x10° conidios/ml en el medio de cultivo. Los
cultivos se incubaron a 28 °C a 200 rpm en un agitador orbital (New Brunswick
Scientific, Edison, NJ, USA). A intervalos regulares (6 h) se tomaron 5 ml de muestra
de cada cultivo, los cuales se centrifugaron (5000 x g, 20 min, 4°C) para retirar los
restos de residuo pelo y biomasa. El sobrenadante (extracto enzimatico) se conservo a -

20 °C hasta su posterior andlisis Todos los cultivos se realizaron por duplicado.

Determinacion de actividad enzimatica y de contenido de proteinas

Las muestras fueron analizadas en términos de actividad proteolitica y
queratinolitica, utilizando azocaseina y azoqueratina como sustratos, siguiendo los
protocolos detallados en el capitulo 2. El contenido de proteinas solubles se determind
por el método de Bradford (1976) utilizando como estandar una solucion de

seroalbumina bovina (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA).

Optimizacion de los componentes del medio y de ciertos pardmetros fisicos utilizando
la metodologia de variacion de una variable en el tiempo (one variable at a time)
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-Efecto de la adicion de diferentes agentes reductores al medio de cultivo
Los agentes reductores que se estudiaron fueron: Tioglicolato de sodio (Merck),
clorhidrato monohidrato de L-cisteina (Biopack) y Sulfito de sodio (Anedra), cada uno

en una concentracién final de 5 mM. El pH inicial del medio se ajusté a 7.0

-Efecto de la concentracidn de los iones metalicos presentes en el medio mineral base
Se realizaron una serie de experimentos con el fin de estudiar el efecto de la

concentracion de los cuatro iones metalicos presentes en el medio mineral base (Ca*,

Fe*?, Zn*? y Mg*®). Se probaron varias diluciones de la concentracion original de los

mismos, a saber: 1:2, 1:4, 1:10, 1:25 y 1:50. El pH inicial del medio se ajusto a 7.0.

-Efecto de la adicion de ciertas sales en la produccién enzimética

Autores tales como Mizusawa et al. (1966) y Ferreyra et al. (2002) reportaron
que la adicién de ciertos metales como Mn*? y Co*? mejoraban de manera considerable
la produccidn enzimatica, por esta razon se decidio estudiar este efecto suplementando
el medio original con cobalto (CoCl,.6H,0) por un lado, manganeso (MnCl,.4H,0) por
otro y con una mezcla de ambos. La concentracién final de estos iones en el medio de

cultivo fue de 2 mg/l y el pH del medio se ajust6 a 7.0.

-Analisis de la represion catabolica por carbono

Con el objetivo de determinar el efecto de la glucosa sobre la produccion
enzimatica, se realizaron cultivos conteniendo residuo pelo como fuente de carbono y
energia (FCE) a los que se les adicioné glucosa (5 y 10 g/l). El pH inicial del medio se
ajustd a 7.0 y la concentracion de los metales originales del medio se utilizé en una

dilucién de 1:10 y en presencia de tioglicolato de sodio 5 mM.

-Efecto de la suplementacidn con fuentes de nitrogeno exdgenas

Se estudid el efecto de la suplementacion del medio original con distintas
fuentes de nitrégeno organicas (extracto de levadura, 2.23 g/l y urea, 0.40 g/l) e
inorganicas ((NH4)2SO4, 1.10 g/l y KNO3 1.69 g/l). El pH inicial del medio se ajusto a
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7.0, la concentracion de los metales originales del medio se utilizd en una dilucion de
1:10, se adicion6 glucosa en una concentracion de 5 g/l y tioglicolato de sodio en una
concentracion final de 5 mM.

-Efecto de pH inicial y temperatura

Los parametros fisicos evaluados fueron la temperatura y el pH inicial del
cultivo. Se estudi6 el efecto de dos temperaturas diferentes de trabajo (28 °C y 37 °C) y
cuatro pHs iniciales (5.0, 6.0, 7.0 and 8.0).

-Efecto de la variacion del indculo

El estudio del efecto de la concentracién de indculo se llevo a cabo variando la
concentracion en tres érdenes de magnitud. Se probaron concentraciones de 2x10°,
2x10°% y 2x107 conidios/ml.

Los cultivos se llevaron a cabo por duplicado y en idénticas condiciones que las
indicadas anteriormente, y a intervalos de 6 h se tomaron muestras de los mismos para

su procesamiento y determinaciones analiticas.

Identificacion de los factores significativos mediante el disefio de Plackett-Burman

En base a los factores que resultaron significativos en el estudio de una variable a la
vez, se decidio continuar estudiando el efecto de la variacion de la concentracion de
cada uno de los metales originales presentes en el medio de cultivo, asi como la
concentracion de glucosa y de extracto de levadura, y el pH. Se utiliz6 un disefio
factorial fraccional de Plackett-Burman (PB) con el cual se estudié el efecto de n
factores en n+1 experimentos. Cada uno de estos factores se estudio en dos niveles (alto
y bajo, correspondientes a = 50 % (x 1) respectivamente del punto central). En la Tabla
1 se presenta el disefio experimental (en términos de valores reales) donde se detallan
los factores investigados asi como los niveles en que fueron probados. Se realizaron
ademas 3 reéplicas del punto central, resultando en un total de 11 experimentos (7
factores, 8 experimentos y 3 réplicas del punto central). Los resultados fueron

analizados mediante el programa Design Expert® (Stat-Ease, Minneapolis, MN, USA)
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version 8.0.7.1 trial version. Aquellos factores estadisticamente significativos (nivel de
confianza del 90%, p< 0.10) fueron seleccionados para su optimizacion por medio de un
CCDR. Aunqgue el tiempo de cultivo no se consider6 como una variable del disefio
estadistico, la actividad de la enzima se evalué después de 94, 110 y 118 h de

incubacion.

Disefio de superficie de respuesta compuesto central rotable

La RSM es una coleccion de técnicas matematicas y estadisticas que resultan
utiles para el modelado y analisis de los problemas en los cuales la respuesta de interés
se encuentra influenciada por varias variables y el objetivo final es la optimizacion de
esa respuesta (Myers et al., 2009). Luego de la seleccion de los factores
estadisticamente significativos por el disefio de PB, se continud con la siguiente etapa
que era determinar los niveles Optimos de 3 variables: concentracion de glucosa,
concentracion de CaCl, y pH inicial. Para tal fin se utiliz6 un disefio compuesto central
rotable de 20 experimentos y cinco niveles codificados. Para los 3 factores estudiados
este disefio consiste en una parte factorial (disefio 2% completo, en el que los niveles se
encuentran codificados de forma habitual como £1), un punto central (nivel cero,
repetido 6 veces) y una parte axial (seis puntos de estrella, es decir, puntos que tienen

una distancia axial al centro de +a, mientras que los otros dos factores se encuentran en

el nivel cero). Para que el disefio sea ortogonal el valor que toma o es de 1.68.

Para el estudio estadistico, cada variable independiente (factor) X se codificd

como xi de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Xj = (Xi - Xo)/ AXj

donde xi es el valor codificado de la variable independiente iesima, Xi el valor real de la
variable independiente iesima, X, el valor real de la variable independiente iesima en el

punto cental y A Xi es la diferencia entre el valor mas alto y mas bajo de los codificados.
Para un sistema de 3 factores, la ecuacion del modelo resulta ser:

Y = bg + byxy + boX + baxa+ biixa® + bayoXo® + basxa® + bioXaXa + bz XaXs + DoaxoXs
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donde Y es la respuesta predicha; b, es el término constante; b;, by, bs son los
coeficientes lineales; bi1, b2y, bss son los coeficientes al cuadrado y b1y, biz y boz son los

coeficientes de interaccion.

Los resultados fueron analizados mediante el programa Design Expert® 8.0.7.1.
El modelo permite la evaluacion de los efectos de los términos lineales, cuadraticos y
los coeficientes de interaccion de las variables independientes sobre las variables
dependiente. La significancia estadistica de los coeficientes de regresion se
determinaron mediante una prueba de t de Student’s y la ecuacién del modelo de
segundo orden se determind mediante un test de Fisher. Las representaciones graficas
de las superficies de respuesta se elaboraron para ilustrar los principales efectos de
interaccion entre las variables independientes sobre la produccion de las enzimas
queratinoliticas (variable dependiente). Los valores Optimos de las variables
seleccionadas fueron obtenidos mediante la resolucion del polinomio de segundo grado,
asi como mediante el andlisis de la grafica de contorno de la superficie (Myers et al.,
2009).

Con el fin de validar el modelo, se definieron combinaciones de valores de las
variables que resultaron significativas para realizar nuevos cultivos, los cuales se
[levaron a cabo tal como se detall6 méas arriba y se determind la actividad proteolitica.
Por otro lado, se calcularon las actividades utilizando el polinomio generado del analisis

estadistico y se compararon ambos valores.

Caracterizacion bioguimica del extracto enzimatico

-Efecto de inhibidores de proteasas, iones metélicos, solventes organicos y detergentes
en la actividad enzimatica

A fin de investigar el efecto que producen ciertos compuestos quimicos sobre la
actividad enzimatica, el extracto enzimatico (EE) fue pre-incubado durante 1 h a
temperatura ambiente (25 °C) con inhibidores de proteasas: PMSF (2 mM), lodoacetato
(10 mM), EDTA (5 mM), 1,10-Fenantrolina (1 mM) y Pepstatina (100 ug/ml); con
detergentes: SDS (0.5 % p/v), Tritén X-100 (0.5 % v/v) y Tween 20 (0.5 % v/v), asi
como también con solventes e iones: DMSO, Etanol, Metanol e Isopropanol (1 % v/v);
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Ca*?, Mg, Zn*? y Hg™* (1 mM). Luego de la pre-incubacién, se determiné la actividad
proteolitica residual en las condiciones estandar de medida que se detallaron en el
capitulo 2. EI 100 % de actividad correspondio a la actividad de la enzima luego de 1 h

de incubacion a 25 °C en ausencia de cualquier compuesto quimico.

-Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad y la estabilidad enzimatica. Disefio
experimental y analisis estadistico. Disefio de superficies de respuesta.

Se seleccion0 el disefio experimental propuesto por Doehlert para estudiar el
efecto del pH y la temperatura sobre la actividad y la estabilidad de la enzima mediante
las superficies de respuesta generadas a partir de este modelo. EI método de Doehlert es
un disefio de superficie de respuesta en el que los puntos experimentales se eligen de
forma tal que los mismos queden equidistantes de un punto central. Este disefio permite
describir una regién alrededor de una respuesta éptima y contiene n®> + n + 1 puntos
donde n es el nimero de variables. Si se estudia el efecto de dos variables, como se hizo
en este trabajo, deben estudiarse la respuesta en 7 puntos distintos, uno central y 6
distribuidos alrededor de él. La figura resultante en este caso es un hexagono y la
cantidad de experimentos necesarios es 9 debido a que el punto central se realiza por

triplicado para determinar la varianza propia del experimento (Figura 1).

y Figura 1.

D C
Puntos del hexagono
utilizados en el disefio de
E A B X .
las superficies de

respuestas

F G

Las coordenadas del hexagono se denominan variables codificadas y a partir de
ellas se calculan los valores reales de las variables x e y. Para ello se deben definir los
limites del universo muestral, es decir, los valores maximos y minimos de las variables

a ensayar. En base a ellos se calculan los rangos para cada variable (real) y se calcula el
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resto de los puntos basandose en una relacion lineal entre el valor codificado y el valor

real segun la expresion:
X real- X codif X (AX real | AX codif) + Xo

donde xo es el valor real del punto central del disefio (el valor central del rango
correspondiente), Xcodit €S €l valor de la variable codificada, AXreal Y AXcodit SON las
diferencias entre el valor més alto y el valor mas bajo de los numeros reales y

codificados respectivamente.

Una vez realizada la experiencia y medida la variable dependiente (en nuestro
caso actividad proteolitica) se determinan los coeficientes de un polinomio del tipo z =
bo + bix + bay + byx? + baoy? + bioxy. Los coeficientes se determinan por el método de
cuadrados minimos. Para nuestro caso, el andlisis de regresion multiple se realizd
usando Mathcad 2001 software (Cavalitto & Mignone, 2007).

En el presente capitulo el disefio experimental de Doehlert fue aplicado en 2
casos: en el primer caso, se estudio la estabilidad frente al pH y la temperatura del EE y
en el segundo caso se determiné el pH y la temperatura dptima de trabajo del EE. Para
este disefio, el valor central (nivel cero) para el disefio experimental fue pH: 7.5y T: 40
°C.

Estabilidad enzimética

Para el estudio de la estabilidad frente al pH y la temperatura, se determind la
actividad residual del EE bajo las condiciones estandar de medida luego de que el
mismo fuera incubado 2 h en cada condicion elegida. El rango de temperatura de trabajo
fue de 20 °C a 60 °C y el pH varié en un rango de 3.0-12.0 utilizando una mezcla de
buffers conteniendo Glicina (Gly), acido morfolinoetansulfénico (MES) y Tris (todos

presentes en una concentracion 20 mM).

pH y temperatura optima

En este caso, la actividad enzimética se determind en cada una de las
condiciones establecidas por el disefio estadistico. El rango de temperatura abarcado fue
de 20 °C a 60 °C y el pH entre 6.0-12.0, usando la misma mezcla de buffers

anteriormente mencionada.
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-Efecto de la adicion de polioles y de iones metalicos en la estabilidad térmica del
extracto enzimatico

En este apartado se estudio la estabilidad del extracto enzimético frente a la
temperatura, manteniendo el pH fijo (pH al que se llego al finalizar el cultivo, pH 9.0).
La estabilidad térmica se estudid incubando el extracto enzimatico a diferentes
temperaturas en un rango de entre 37 °C a 60 °C por un periodo de tiempo de 180
minutos. Durante los primeros 60 minutos de incubacion, se tomaron alicuotas del
extracto cada 15 minutos, y luego se tomaron cada 30 minutos hasta los 120 minutos
para finalizar con una toma a los 180 minutos. A cada una de las alicuotas se le
determind la actividad proteolitica residual, utilizando azocaseina como sustrato. EI 100

% de actividad enzimatica corresponde a un extracto enzimético sin incubar (a 4 °C).

El efecto protector de ciertos polioles (propilenglicol, glicerol, sorbitol y
polietilenglicol 4000; 10 % v/v 0 10 % p/v) asi como de los iones divalentes Ca*? y
Mg*? (como cloruros, 5 mM concentracion final) contra la inactivacion térmica del
extracto enzimatico se estudid en el rango de temperatura antes mencionado,
expresando los resultados como la actividad proteolitica residual y tomando el 100 % de
cada experimento como el extracto enzimatico incubado a 4 °C. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado, expresando los resultados como la media +
Ds.

-Estudio del efecto agentes reductores sobre la actividad proteolitica y queratinolitica
Para realizar este estudio, se utilizaron los siguientes agentes reductores: L-
cisteina (Biopack), Ditiotreitol (DTT, Pharmacia biotech), f-mecaptoetanol (Pharmacia
biotech), Sulfito de sodio (Anedra) y Acido tioglicolico (Merck). Estos agentes se
adicionaron a la mezcla de reaccién en una concentracién final de 1 mMy 5 mM y
ambas actividades, proteolitica y queratinolitica fueron medidas tal cual se detall6 en el

capitulo 2.

Deteccidn de actividades proteolitica y queratinolitica mediante SDS-PAGE acoplado

a zimograma
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El extracto enzimatico fue sometido a un SDS-PAGE con su respectivo
zimograma con la intencion de determinar cuéntas proteasas se encontraban presentes
en el cultivo y cudles de ellas presentaba ademas actividad queratinolitica. La muestras
desaladas se corrieron en condiciones desnaturalizantes utilizando un gel de acrilamida
al 12 % de acuerdo con la técnica de Laemmli (1970) en un equipo Mini-PROTEAN®
Tetra Cell (Biorad) utilizando un kit de marcadores de peso molecular de bajo rango
(14.1-97 kDa, Amersham Pharmacia Biotech). Se analizaron por SDS-PAGE tanto
muestras hervidas como no hervidas. En la parte del gel destinada a zimograma sélo se
sembré una alicuota de la muestra no hervida, en tanto que en la parte correspondiente
al SDS-PAGE normal se sembraron ambas muestras. El buffer de siembra contenia -
mercaptoetanol en todos los casos. Luego de finalizada la corrida electroforética, una
parte del gel fue tefiido con Coomassie Brilliant Blue R-250 y en tanto que otra parte
fue destinada a la realizacion de zimogramas con caseina y con queratina soluble como
sustratos. Las partes destinadas a los zimogramas se sumergieron en Buffer Tris-HCI
(100 mM, PH 9.0) conteniendo 2.5 % de Triton X-100 durante 60 minutos, con
agitacion constante en un agitador orbital (New Brunswick Scientific) a 50 rpm y 28 °C
con el fin de eliminar el SDS y asi refoldear la enzima (Garcia-Carrefio et al., 1993). El
detergente Tritdn X-100 se retird luego lavando el gel tres veces con Buffer Tris-HCI
(100 mM, PH 9.0). Una porcion del gel se incub6 con una solucion al 1 % p/v de
caseina y otra con una solucién a 1 % p/v de queratina soluble en el mismo buffer a 28
°C durante 30 y 90 min, respectivamente. La queratina soluble se obtuvo de acuerdo al
protocolo de Wawrzkiewicz et al. (1987). Finalmente, los geles se tifieron 