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Resumen
Lecanicillium lecanii es un hongo entomopatdégeno utilizado comercialmente
como una alternativa de biocontrol en agricultura y horticultura. Dentro del
proceso de infeccién se producen enzimas y proteinas tales como quitinasas,
proteasas, lipasas e hidrofobinas. En la clasificacion de las quitinasas se
encuentran las pB-N-acetilglucosaminidasas; que son enzimas capaces de
hidrolizar en los extremos no reductores de los residuos de N-acetil-D-
glucosamina (GIcNAc) de los oligosacaridos de quitina, liberando monémeros de
GIcNAc. Se ha visto que las Hex ademés de hidrolizar son capaces de llevar a
cabo transglicosilacion (TGA), transfiriendo un oligosacarido a un aceptor
adecuado para formar un nuevo enlace glucosidico; obteniendo asi
oligosacaridos con grado especifico de polimerizacion y acetilacién. Por lo
anterior, el objetivo del presente trabajo fue purificar las Hex e hidrofobinas de
Lecanicillium lecanii en cultivo sumergido. En la primera etapa experimental, se
purifico la Hex obteniendo una enzima pura de =50 kDa. Se evalu6 su actividad
TGA sobre sustratos donadores, produciendo oligosacéridos transglicosilados
con un grado de polimerizacién entre 2 y 6 con varios grados de acetilacién. En
la segunda etapa experimental se identificaron y secuenciaron los péptidos de
Hex, los cuales, presentaron identidad con una quitinasa de Rhizopus
oligosporus. Adicionalmente, se evaluaron sustratos diferentes a los empleados
en la primera etapa, para llevar acabo TGA, donde Hex fue capaz de
transglicosilar sin requerir un sustrato aceptor, produciendo oligosacaridos con
grado de polimerizacién de 3 a 6. En la tercera etapa experimental, mediante
espectroscopia de dicroismo circular se observd que Hex no sufre cambios en su
estructura secundaria al llevar acabo la reaccién de hidrolisis y/o la TGA, o incluso
evaluando diferentes temperaturas y valores de pH, lo que se atribuyé a cambios
locales en los aminoéacidos del sitio activo. Finalmente, en la cuarta etapa, se
logré purificar una hidrofobina de clase | de 12 kDa a partir de la biomasa
obtenida del cultivo sumergido, esta proteina permiti6 modificar superficies

hidrofébicas e hidrofilicas.




Abstract
Lecanicillium lecanii is an entomopathogenic fungus used commercially as a
biocontrol alternative in agriculture and horticulture. Inside the infection process
enzymes and proteins such as chitinases, proteases, lipases and hydrophobins
are produced. In the classification of chitinases are (3-N-acetylglucosaminidases;
which are enzymes capable of hydrolyzing at the non-reducing ends of N-acetyl-
D-glucosamine (GIcNAc) residues of chitin oligosaccharides, releasing GIcNAc
monomers. In addition to hydrolyzing Hex has been found to be capable of
carrying out transglycosylation (TGA), transferring an oligosaccharide to a
suitable acceptor to form a new glycosidic bond; Thus, obtaining oligosaccharides

with a specific degree of polymerization and acetylation.

Therefore, the objective of the present work was to purify the Hex and
hydrophobins of Lecanicilium lecanii in submerged -culture. In the first
experimental stage, the Hex was purified obtaining a pure enzyme of 50 kDa.
Its TGA activity on donor substrates was evaluated, producing transglycosylated
oligosaccharides with a degree of polymerization between 2 and 6 with various
degrees of acetylation. In the second experimental stage, the Hex peptides were
identified and sequenced, which presented identity with a Rhizopus oligosporus
chitinase. Additionally, different substrates were evaluated from those used in the
first stage, to carry out TGA, where Hex was able to transglycosylate without
requiring an acceptor substrate, producing oligosaccharides with a degree of
polymerization of 3 to 6. In the third experimental stage, by circular dichroism
spectroscopy, it was observed that there are no changes in the secondary
structure of Hex, when carrying out the hydrolysis reaction or TGA evaluating
different temperatures and pH values, which was attributed to local changes. in
the amino acids of the active site. Finally, in the fourth stage, it was possible to
purify a hydrophobin class | of ~12 kDa from the biomass obtained from the
submerged culture, this protein allowed modifying hydrophobic and hydrophilic

surfaces.




Justificacion

La produccion de enzimas [B-N-acetilglucosaminidasas han sido ampliamente
estudiadas en cuanto a condiciones produccion y purificacion; en dichos reportes
se ha encontrado que éstas, ademas de poseer actividad hidrolitica, exhiben
actividad de transglicosilacion, lo que les permite producir oligosacéaridos con
grado de polimerizacion y acetilacion determinados. El estudio de la actividad de
transglicosilacion aun no ha sido muy estudiada, pero esta actividad ha generado
expectativas, ya que no existen muchas enzimas que transfieran un sustrato
glicosidico donador a un sustrato glicosidico aceptor final. Por otro lado, en la
produccion de oligosacaridos de quitina y quitosano se utilizan disolventes
deletéreos para el ambiente por lo que el uso de enzimas transglicosilasas

representa una alternativa factible.

Las Hex purificadas que han sido reportadas con actividad de transglicosilacion
son de origen bacteriano, no hay un reporte de Hex de origen fungico con
actividad de transglicosilaciéon. Por otro lado, las hidrofobinas de L. lecanii, son
proteinas producidas durante el desarrollo del hongo facilitando su adherencia a
superficies solidas, y sustratos hidrofobicos o insolubles, por lo que tienen una
relevante participacion durante el desarrollo del hongo en cultivos sumergidos
adicionados con quitina. Actualmente, se ha reportado que existe correlacion
entre la produccion de hidrofobinas y las caracteristicas fisicoquimicas de la
quitina empleada, asi como ocurre con las quitinasas. Sin embargo, no existen
estudios de la produccion y purificacion de hidrofobinas de L. lecanii en cultivo
sumergido. La produccién y purificacion de hidrofobinas es importante interés
debido al amplio campo de aplicaciones industriales que podrian tener, desde la

recuperacion mejorada de petréleo hasta su uso en biomateriales.




Objetivos

Objetivo general

Estudiar y caracterizar Hex e hidrofobinas de L. lecanii producidas en cultivo

sumergido.

Objetivos particulares

Producir y purificar las Hex en cultivo sumergido de L. lecanii.
Caracterizar las actividades hidroliticas y de transglicosilacion de las Hex.

Caracterizar los productos obtenidos de TGA.

S

Determinar la estructura secundaria de las Hex a diferentes valores de pH 'y
temperatura mediante espectroscopia de dicroismo circular.

5. Purificar y caracterizar las hidrofobinas.




Capitulo 1
Actividad de transglicosilacion de la B-N-
acetilglucosaminidasa de Lecanicillium lecanii

producida por cultivo sumergido
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1.1. Introduccion

La quitina es un biopolimero abundante en la naturaleza, esta compuesta de D-
glucosamina (GIcN) y N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc), unida mediante enlaces
glucosidicos B-1,4 (Figura 1.1). Este biopolimero es un componente estructural,
principalmente de la pared celular de los hongos y en los exoesqueletos de

insectos y crustaceos (Aam et al., 2010).
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Figura 1. 1. Estructura de la quitina (Seidl et al., 2008)

Las enzimas quitinoliticas hidrolizan la quitina y se clasifican en: endoquitinasas,
exoquitinasas y B-N-acetilglucosaminidasas (Figura 1.2). Las endoquitinasas
(EC 3.2.1.1.4) realizan hidrdlisis al azar en la cadena de quitina, mientras que,
las exoquitinasas (EC 3.2.1.14) realizan cortes en el extremo no reductor de la
cadena, liberando asi N, N'-diacetil-glucosamina (quitobiosa). Por otra parte, las
exo-B-N-acetilglucosaminidasas, quitobiosidasas y Hex (EC 3.2.1.52), realizan
cortes en los extremos no reductores de los residuos de GIcNAc de los
oligosacaridos, liberando GIcNAc, también pueden hidrolizar quitobiosa para
producir GIcNAc (Figura 1.3) (Yang et al., 2014).




Figura 1. 2. Hidrolisis de la quitina mediante quitinasas (Seidl et al., 2008)
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Figura 1. 3. Algunos oligosacaridos de quitina obtenidos de la hidrolisis enzimética: A) GIcNAc, B) GIcNAc2
y C) GIcNAc3 (Yang et al., 2014)

——
~
| —



Las enzimas quitinoliticas estan presentes en muchos organismos, los hongos
filamentosos las producen para el crecimiento y la nutricibn. Ademas, juegan un
papel importante en el antagonismo de organismos que contienen quitina (Yang
et al., 2014 y Fenice, 2016). Se ha reportado que durante el crecimiento de L.
lecanii en estado sélido y cultivos sumergidos donde se agreg6 quitina como
Gnica fuente de carbono, se producen quitinasas para poder asimilar este

sustrato (Matsumoto et al., 2004).

El extracto crudo del cultivo sumergido con quitina de L. lecanii contiene
quitinasas y Hex (Rocha-Pino et al., 2011), éstas se pueden utilizar para la
produccion de oligosacaridos a partir de quitinas tratadas con sonicacion,
explosioén por vapor y fluidos comprimidos (Villa-Lerma et al., 2013 y Villa-Lerma
et al., 2016). Los oligosacaridos producidos por hidrélisis enzimética presentan
ventajas como el no requerir y generar productos quimicos nocivos sobre la
degradacion quimica y despolimerizaciones fisicas, ademas la reaccion
hidrolitica ocurre bajo control y especificidad de la enzima en un proceso
amigable con el ambiente (Liagat y Eltem., 2018). En la produccién no enzimética
de oligosacéridos, se genera una mezcla heterogénea de oligosacaridos de masa
molecular variada, esto afecta en la identificacion de los oligosacaridos
bioactivos. Otros aspectos clave de los oligosacaridos de quitina es su grado de
acetilacion (DA), polimerizacién (DP) y los patrones de N-acetilacion. Los
oligosacaridos de quitina con alto DA muestran actividades bioldgicas especificas
y anti angiogénicas (Wu et al., 2012). Otros trabajos establecen que los
oligosacaridos con tres a cinco DP y 100% DA son una sefial biologica para
activar el mecanismo de proteccion e induccién para la formacién de nédulos en
plantas (Robina et al., 2002).

Por otro lado, los hexameros desacetilados y reacetilados inducen la liberacion
de interleucina-8, citocina de la familia de las quimiocinas, de naturaleza
proinflamatoria (Aam et al., 2010). Los oligosacéaridos de quitosano y quitina con
DP de 2 a 8 tienen propiedades antitumorales y antiinflamatorias debido a su

capacidad para inducir apoptosis e inhibir la actividad de la ciclooxigenasa que




estimula la produccion de prostaglandinas (Masuda et al., 2014). Ademas, los
oligosacaridos con menos de diez mondmeros son solubles en agua, en

comparacion con sus precursores de biopolimeros (Liagat y Eltem., 2018).

A pesar de las ventajas de los métodos enzimaticos para la produccion de
oligosacaridos, actualmente, la comercializacion esta liderada por productos
obtenidos de sintesis quimicas. Utilizar las quitinasas para la transglicosilacion
(TG) es otra area de oportunidad, al transferir un oligosacarido a un aceptor para
formar un nuevo enlace glucosidico. Los oligosacaridos con un DA y DP
especifico, se pueden sintetizar con caracteristicas clave para otras aplicaciones
bioldgicas (Li et al., 2008 y Suma y Podile, 2013). A pesar de las ventajas de la
sintesis de oligosacaridos a través de la reaccion enzimatica, como el control de
las distribuciones de masa molecular y DA, hay pocos informes de enzimas
quitinoliticas de origen fangico con actividad de transglicosilacion (TGA). La TGA
fue discutida por Zhang et al. como explicacién plausible de la naturaleza dual de
dos quitinasas del hongo termofilico Thermomyces lanuginosus con actividades
exo y endoquitinasa basadas en los productos de reaccién (Zhang et al., 2015).




1.2. Materiales y metodologia

1.2.1. Microorganismo y medio de cultivo

La cepa de Lecanicillium lecanii ATCC 26854 se desarroll6 en agar papa dextrosa
(PDA) a 28°C. La suspension de esporas se obtuvo mediante la agitacion
mecanica usando una disolucion de Tween 80 (0.01 % p/v). El cultivo sumergido
se realizé en un biorreactor de 3 L (Applikon BV, Holanda) con medio de cultivo
Czapeck modificado a pH 6, inoculado con 107 esporas/mL, a 100 rpm, 1 vvm de
aeracion y 25°C de incubacion, durante 144 h. La composicion de Czapeck
modificado (g/L) es: Quitina coloidal cruda con 10% de proteina residual (10),
NaNOs (3.73), NazHPOa4 (3.0), MgS0O4 (0.5), KCI (0.5), and FeSO4 (0.096). Se
tomaron muestras de 50 mL del medio de cultivo sumergido cada 24 h; de estas
se separaron la biomasa y el extracto crudo (EC) mediante centrifugacion a 8000
rpm a 4°C por 10 min (Thermo Scientific, USA).

1.2.2. Actividad hidrolitica y contenido de proteina

En el EC se determind la actividad de Hex y la concentracién de proteina soluble.
La actividad de Hex se determiné por la adicion de 200 yL de EC, 200 yL de
amortiguador de citrato/fosfato 0.2 M pH 5.6, y 200 yL de p-nitrofenil-B-N-
acetilglucosamina, usado como sustrato. La concentracién de p-nitrofenol se
determind utilizando una curva patron (Anexo 1). Una unidad enzimatica se
definié, como la cantidad de enzima que libera un pmol of p-nitrofenol por minuto
(Tronsmo y Harman, 1993). Mientras que la proteina soluble se determiné por

meétodo de Lowry modificado por Peterson (Anexo 2) (Peterson, 1977).
1.2.3. Andlisis de electroforesis

El EC y las fracciones obtenidas de cada paso de purificaciébn se analizaron
mediante electroforesis con geles de acrilamida unidimensionales, bajo
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se utiliz6 como referencia,
estandares de masa molecular de amplio intervalo, los geles se tifieron con un
Kit de tincion con plata (Bio-Rad, Hercules USA), y analizados con el programa
ImageJ 1.41 (National Institutes of Health, USA) (Schneider et al., 2012).
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Para verificar la actividad quitinolitica en cada etapa de purificacion se realizaron
zimogramas en geles de acrilamida adicionados con el sustrato 4-
metilumbeliferil-N-acetil-B-D-glucosamina, la muestra se corrié bajo condiciones
no desnaturalizantes. La actividad enzimatica se visualizO como zonas
fluorescentes dentro de un fondo oscuro y homogéneo, bajo iluminacion

ultravioleta (Bio-Rad, UV Transilluminator 2000) (Tronsmo y Harman, 1993).
1.2.4. Purificacién enzimatica

El EC se sometio a precipitacion bajo la adicion de sulfato amonio al 60% de
saturacion a 4°C, posteriormente se centrifugd a 14000 rpm, a 4°C, por 45 min.
El pellet se solubiliz6 en una solucibn amortiguadora 0.05 M de Tris-HCI,
adicionado con 0.15 M de NaCl a pH 7.8. La fraccién soluble se inyect6 en una
columna de exclusion molecular (SEC) HiPrepTM 26/60 Sephacryl™ S-100 (GE
Healthcare, Chicago, lllinois USA), y la elucién se llevé a cabo a un flujo isocratico
de 1.3 mL/ min, en la misma solucién amortiguadora (Villa-Lerma et al., 2013).
Las fracciones con mayor actividad hidrolitica Hex, se filtraron en unidades de
ultrafiltracién con una membrana de 10 kDa (Amicon, Dublin Irlanda), en este
paso de ultrafiltracion se cambid la soluciébn amortiguadora a Tris-HCI 30 mM, pH
7.8, las fracciones y se inyectaron en una columna de intercambio anionico (AEC)
DEAE Sefarosa (Bio-Rad, USA). La elucién se llevé a cabo con una disolucion
amortiguadora Tris-HCI 30 mM, pH 7.8 adicionado con NaCl 1 M, usando un
gradiente de 0 a 100%. Las cromatografias se realizaron en un AKTA FPLC (GE
Healthcare, Suecia). Adicionalmente las fracciones de cada paso de purificacion
se analizaron con el ensayo de actividad hidrolitica Hex, determinacion de la
masa molecular (Mw) y zimogramas. El contenido de proteina soluble de cada

paso se determind por el método de Bradford (Anexo 3) (Bradford, 1976).
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1.2.5. Caracterizacion de la Hex

1.2.5.1. Determinacion del pH 6ptimo y la temperatura de la actividad
hidrolitica

La fraccion enzimatica purificada de Hex, se caracterizo para determinar su pH
optimo de actividad en el intervalo de 4 a 11 y la temperatura de 7 a 37°C. La

actividad hidrolitica de acuerdo con la seccion 2.2.

1.2.5.2. Determinacion del pH éptimo y la temperatura de TGA

La determinacion de TGA se llevo a cabo utilizando 4-metillumbeliferil-N-acetil-
D-glucosamina como sustrato aceptor y N-acetil-D-lactosamina (NaLac), manosa
(Man), glucosa (Glu) o GIcNAc como sustrato donador (Figura 1.4). Se agregaron
50 uL de la enzima (concentracion 50 pg/mL) a 50 yL de 4-metillumbeliferil-N-
acetil-D-glucosamina (1 mM) y 50 uL de un sustrato donador (0.4 mM) en 50 pL
de amortiguador de citrato / fosfato 0.2 M en un intervalo de pH de 4 a 11, a 37
°C. Después de tomar alicuotas de 10 uL en tiempos definidos (0.3, 0.6, 1y 1.3
h), se agregaron 200 uL de amortiguador de glicina (150 mM) a pH 10.5. La
fluorescencia se determiné utilizando una longitud de onda de excitacién de 355
nm y una longitud de onda de emision de 460 nm en un lector de microplacas
multimodo (Tecan M1000 PRO, Méannedorf Suiza) (Li et al.,2008).

Quitinasa
OH_OH ' Quitinasa

OH /1
OH
Hoﬁpo 0 OH OH
HO HO %o 0._0
OH o + HO — >0
N= NHAc =

% NHACH
NalLac
GIcNAcMu
OH__OH
0 0 -0 0
HO%/ ’% ﬁ/ 0]
NHAc HO + Z
Fluorescencia

Figura 1. 4. Mecanismo propuesto para determinar actividad de transglicosilacion en quitinasas (Li et al.,
2008).
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La tasa de aumento de la fluorescencia se determiné a lo largo de tiempo, cuando
la concentracion de los productos de TGA son bajos en el tiempo cercano a cero,
se definieron como la velocidad inicial (Vo). Vo se estimo por regresion lineal como
la pendiente de cada curva de reaccion, para cada pH, temperatura y sustratos
donadores.

La produccion maxima de fluorescencia (FUmax) se estimé mediante el ajuste de
los datos de TGA con el modelo de Gompertz (Ecuacién 1) con los sustratos

donadores.

FU = FUpax exp ( —=b exp~ &) (1)

donde FU es la unidad de fluorescencia en el tiempo (t — «); k es la tasa de
reaccion (h'); b es un parametro no biol6gico relacionado con las condiciones
iniciales de reaccion (cuando t = 0, entonces X = FUmax); Los rendimientos de
TGA (FU/mol) se calcularon a partir del FUmax estimado y la concentracion del

sustrato aceptor.

La determinacién de las energias de activacion (Ea) de la TGA de la enzima
purificada con los sustratos donadores NaLac y GIcNAc, se estim6 mediante la

ecuacion de Arrhenius (Ecuacion 2) usando Vo.

Eq
Vo = Aexp RT (2

A es un factor de frecuencia; R es la constante de gas ideal, 8.3145 kJ*mol%; T

es la temperatura absoluta en Kelvin.
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1.2.6. Caracterizacion de oligosacaridos de quitina

1.2.6.1. Cromatografia en capa fina (TLC)

Los productos obtenidos de la TGA se analizaron por cromatografia en capa fina,
con una placa de gel de silice (Merck HX745188, USA) y fase movil de
metanol:agua (7:5). La placa se reveld con una solucion de nitrato de plata (3 g)
y acetona (500 mL), y después de su evaporacion a temperatura ambiente, se
afadio una solucién de 50 mL de NaOH 10 N en 450 mL de etanol (Gal, 1968).

1.2.6.2. Anédlisis MALDI-TOF de los productos obtenidos por TGA

Los productos TGA obtenidos con diferentes sustratos donadores, pH (6 - 8) y
tiempos de reaccion (1.3 y 96 h), se analizaron por MALDI-TOF. Se mezclaron 5
ML de productos TGA con 5 uL de metanol:agua (1:1% v/v), posteriormente, 0.5
ML de esta solucion con 2 L de la matriz (acido sinapinico 25 g/L en acetonitrilo
con 0.1% v/v acido trifluoroacético). Los espectros se obtuvieron utilizando un
analizador MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems 4800 plus Analyzer, Ontario
Canada) equipado con un laser de 35 a 355 nm, y el analisis se realiz6 a 6500
mV en modo reflector (Villa-Lerma et al.,2013). Los datos de la relacion
masa/carga (m/z) e intensidad de iones, se usaron para determinar el grado de
polimerizacién (DP) y acetilacion (DA), respectivamente. DA se calcul6é con la
ecuacion 3.

54D Ach (90)x(D)
DA(%) = (HEAE) 3)

donde DA (%) es el porcentaje promedio de acetilacion de los productos
obtenidos; DAw (%) es el valor DA tedrico deducido de la estructura DxAy (D,
para GIcN, y A, para GIcNAc) del oligdmero correspondiente, determinado por
MALDI-TOF, e | es la intensidad de iones (Trombotto et al., 2008).

——
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1.3. Resultados y discusion
1.3.1. Produccion y purificacion de la Hex

L. lecanii produjo Hex después de 72 h en un cultivo sumergido con quitina como
Unica fuente de carbono. La méxima actividad especifica de Hex se detect6 a las
120 h de cultivo (1.87 U/mg) sin diferencia significativa a las 144 h (1.71 U/mg)
(Figura 1.5).

2.0 -

Hex (U/ mg proteina)

o 20 40 60 80 100 120 140 160
Tiempo (h)

Figura 1. 5. Produccion de la Hex a partir L. lecanii en cultivo sumergido a 25 °C y pH 6.

La fuente de nitrdgeno en un medio de cultivo también juega un papel relevante
en la produccién de quitinasas segun lo informado por Kumar et al., 2017, donde
emplearon extracto de levadura y cloruro de amonio para favorecer la produccion
de quitinasas del hongo termofilico Humicola grisea en cultivo sumergido. Sin
embargo, en el presente estudio, se demostré que el NaNOs y la quitina no
purificada como fuentes de nitrégeno, permiten el crecimiento de hongos. Segun
un trabajo anterior (Villa-Lerma et al., 2016) el contenido de proteina residual en
la quitina no purificada (15%) favorecio la actividad de proteasa neutra en el

medio de cultivo sumergido, que a su vez redujo la actividad de Hex.
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Sin embargo, vale la pena sefialar que la quitina no purificada de este estudio
presento proteina residual (10%), que afecto la produccion de proteasas, que no
se detectaron durante la fermentacion. Esto resulté benéfico para la produccion
de quitinasa, ya que no se redujo la actividad de Hex y permitié un rendimiento

mayor.

Enla Tabla 1.1 se muestra los pasos de purificacion de Hex, donde la saturacién
con el 60% de sal, fue suficiente para precipitar un 86% de Hex del EC, mientras
que la enzima restante (cerca del 14%), se precipito llevando a cabo la saturacion
al 90%. Se ha informado de la purificacion de quitinasas a partir de la saturacion
con un 80% de sulfato de amonio como fraccionamiento preliminar para eliminar
algunos contaminantes, como los polisacaridos del extracto crudo de L.

muscarium (Barghini et al., 2013).

Tabla 1. 1 Purificacion de la Hex a partir de L. lecanii en cultivo sumergido a pH 6 y 25°C*.

Proteina Actividad

Paso de Volumen Actividad re: Factor de Rendimiento
e total especifica A
urificacion mL Total (U urificacion o
p (mL) (ma) O Omg) P (%)
EC 1600 159 272 1.7 1 100
(NH,4)2SO,4
Precipitacion 50 19 236 12 7 86
salina
Sephacryl S-
100 SEC 20 13 171 54 32 63
DEAE-
Sefarosa AEC 7 8 108 82 48 39

*Los Datos de la tabla representan una purificacion tipica de 3 repeticiones experimentales.
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La SEC dio la presencia de un pico unico con actividad Hex que se asigno a las
fracciones 17 a 20. La recuperacion de la enzima fue de ~ 63%, aumentando la
actividad especifica 5 veces (Tabla 1.1). De acuerdo con el analisis
electroforético, las fracciones de la SEC mostraron Mw de 25.2, 34.5,50.4y 72.3
kDa (Figura 1.6).

kDa

250
150
100
75
50

37

25

10

M PP 17 16 19 .20 PP 17 18 19 20

Figura 1. 6. (A) SDS-PAGE y (B) zimograma. Lineas: M: marcador de peso molecular; PP: Enzima cruda
precipitada en 60% de saturacion en sulfato de amonio; 17, 18, 19 y 20 fracciones con actividad de Hex,
eluidas de Sephacryl S-100.

En 2011 Rocha-Pino et al., informaron que L. lecanii en un cultivo sumergido con
quitina agregada (30 g/L) produjo B-N-acetilglucosaminidasas con Mw de 61, 80,
96 y 111 kDa. Ademas, Villa-Lerma et al., 2013, informaron de dos bandas 38 y
50 kDa después de la SEC de la enzima cruda de L. lecanii en cultivo sumergido.
En otro estudio relacionado, un complejo enzimatico quitinolitico de L. muscarium
CCFEE 5003 esta compuesto por al menos siete enzimas, el Mr de dos de estas
quitinasas presentaron actividad Hex y fueron identificadas como CHI1 y CHI2
con Mr de 61 y 25 kDa respectivamente (Barghini et al.,2013).
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Se han aislado varias quitinasas extracelulares, como la de Aspergillus
griseoaurantiacus, producida en fermentacion en estado solido (Shehata et al.,
2018) o las isoformas de endo-p-N-acetilglucosaminidasa de cuerpos fructiferos
del basidiomiceto Flammulina velutipes empleando cinco pasos de purificacion
(Hamaguchi et al., 2009). Mientras que para las quitosanasas intracelulares de
Mucor circinelloides se aplicO una extraccion adecuada con detergente, se
requirieron dos pasos de purificacion (Struszczyk et al., 2009). En este trabajo L.
lecanii produce quitinasas extracelulares, que se aislaron con una metodologia
de purificacién de tres pasos. El factor de purificacion y la recuperacion de Hex
en las fracciones 14 a 19 obtenidas por AEC fueron de =~ 48 y 39%,
respectivamente, con una actividad especifica final de 82.4 U/mg (Tabla 1.1). La
actividad de Hex en estas fracciones se confirmé en zimogramas (Figura 1.7). El
proceso de purificacion se realizé con éxito desde que AEC logro el aislamiento
de una Unica banda de proteina de 50 kDa (Figura 1.8).

14 15 16 17 18 19 M 14 15 16 17 18 19

Figura 1. 7. (A) SDS-PAGE y (B) zimograma. Lineas: 14, 15, 16, 17, 18 y 19 fracciones con actividad Hex

eluidas de DEAE Sefarosa; Marcadores proteinicos.
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Figura 1. 8. SDS-PAGE de la Hex purificada de L. lecanii después de la elucién en la cromatografia de

intercambio aniénico mediante DEAE sefarosa y marcadores de peso molecular (Mw).




1.3.2. Determinacion de la temperatura y el pH 6ptimos para la actividad

hidrolitica

L. lecanii esta adaptado para crecer a bajas temperaturas (0 °C) y, por lo tanto,
sus enzimas son resistentes al frio. Un hongo similar, el L. muscarium
(anteriormente Verticillium lecanii) aislado en la Antartida continental por Barghini
et al., 2013, produjo dos N-acetil-hexosaminidasas, CHI1 y CHI2 mostrando su
mayor actividad a 45 y 40 °C, respectivamente. Sin embargo, a 5 °C, mantuvieron
el 35y 50 % de la actividad Hex. En el presente estudio, la enzima hidrolitica Hex
mostrd su actividad maxima a 37 °C (17.9 U/mg). A 17°C se redujo la actividad
al 70%, mientras que a mas de 47 °C no mostro actividad hidrolitica (Figura 1.9A).
A pH 6 se obtuvo la actividad hidrolitica maxima (16.7 U/mg). Las actividades Hex
se redujeron a 26 y 73% para pH 4 y 5, respectivamente. Sin embargo, hubo una
rapida disminucion de la actividad con el cambio de 6 a 7 con una pérdida total
de la actividad hidrolitica a un pH superior a 9 (Figura 1.9B). Esto indica que el
pH basico tuvo mayor influencia en la actividad. Lo que podria atribuirse a los
cambios i6nicos de los aminoacidos en el sitio activo de la enzima, y que a su
vez altera el complejo enzima-sustrato (Kohri et al., 2007). Nguyen et al. (2015),
informaron resultados similares, ya que obtuvieron la mayor actividad de una
quitinasa de L. lecanii a pH 6, mientras que con el aumento del pH hasta 7.5 se

redujo la actividad hidrolitica.

Los hongos entomopatégenos producen enzimas quitinoliticas con alta actividad
en el sitio de infeccion en los insectos, que esta a un pH de entre 6 y 8. Sin
embargo, hay otras quitinasas con actividad 6éptima con pH 3 6 5 (Lu et al.,2005,
Adrangi et al., 2013, Nguyen et al., 2015 y Kaczmarek et al., 2019). Barghini et al.
(2013) reportaron a las quitinasas CHI1 y CHI2 de L. muscarium con actividades

de N- acetilhexosaminidasa a pH 5.5y 4.5, respectivamente.
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Figura 1. 9. Efecto de la temperatura (A) y el pH (B) sobre la actividad especifica hidrolitica de la Hex

purificada de L. lecanii.
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Fluorescencia (FU)

Fluorescencia (FU)

1.3.3. Efecto del pH sobre la TGA

De acuerdo con Kohri et al. (2007), la Hex de Bacillus circulans perdio la actividad

hidrolitica porque el acido glutdmico o el acido aspartico se desprotona en

condiciones bésicas (pH 8 a 11), simultineamente, se comporta como un

catalizador acido. En pH neutro se incrementd la TGA lo que sugiere la alta

sensibilidad de la enzima a la ionizacion cuando el pH incrementa a 7. Esto inhibio

la actividad hidrolitica (pH Optimo 6) y promovio la TGA con todos los sustratos

donadores evaluados entre pH 6 y 8 (Figura 1.10).
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Figura 1. 10. Tiempos de reaccion de TGA de la Hex a partir L. lecanii usando como sustratos donadores:

A) Glu, B) NaLac, C) Man and D) GIcNAc variando el pH de reaccion a 37 °C. Las cantidades de 4-

metilumbeliferol liberado se determinaron por espectrometria de fluorescencia y expresadas como FU

(unidades arbitrarias).
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La Hex presento baja Vo a pH 4 y 5, mientras que de 10 a 12 la actividad se redujo

significativamente (Figura 1.11).
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Figura 1. 11. Efecto del pH en la velocidad inicial de reaccion de la TGA de Hex de L. lecanii usando
sustratos donadores: A) Man, B) GIcNAc, C) NaLac y D) Glu.

Los rendimientos de la TGA considerando el FUmax y la cantidad de sustrato
aceptor se presentan en la Tabla 1.2. La FUmax estimado por el modelo de
Gompertz a partir de los datos de FU fue a pH 7 con 1378, 1212, 1412 y 1415 FU
para Glu, NaLac, Man y GIcNAc, para 1.3 h respectivamente. Comparando con
pH 7, la FUmax @ pH 6 para Glu, Man, NaLac y GIcNAc disminuyo 21, 32, 78 y 54
%, respectivamente. De manera similar a pH 8, la FUmax se redujo con Glu, Man,
NaLac y GIcNAc en 2, 26, 70 y 49 %, respectivamente (Tabla 1.2).
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Tabla 1. 2. Grado de polimerizacion y acetilaciéon de oligosacaridos de quitina obtenidos por la TGA de Hex
de L. lecanii a 37°C con la estimacién de la maxima produccion de fluorescencia FUmax? (FU).

Tiempo DP
de Sustrato pH de DA (unidad FUmax? Nivel de Rendimiento
reaccién | donador | reaccién (%) es) (FU) significancia? | TGA ® (FU/mol)
(h)
6 58 1090 0.000 22
Glu 7 52 4-6 1378 0.000 28
8 54 1347 0.009 27
6 57 961 0.0000 19
Man 7 60 3-5 1412 0.000 28
8 58 1048 0.000 21
13 6 67 269 0.0000 5
NaLac 7 67 4-5 1212 0.000 24
8 68 360 0.0000 7
6 100 644 0.0000 12
GIcNAc 7 100 2-4 1415 0.002 28
8 100 717 0.0000 14
6 21 5426 0.000 108
Glu 7 26 4-6 24366 0.00 487
8 25 11177 0.00 223
6 36 3980 0.000 79
Man 7 50 3-5 11910 0.00 238
96 8 50 8491 0.000 170
6 68 7483 0.000 150
NaLac 7 70 4-5 20912 0.00 418
8 69 11321 0.00 226
6 100 12821 0.00 256
GIcNACc 7 100 2-4 18427 0.00 368
8 100 13435 0.00 269

aFUmax estimado por el modelo de Gompertz (R?>0.95) de los datos experimentales (FU) a diferentes pH

de reaccion y sustratos donadores ? Rendimientos de la TGA calculados a partir de FUmax y la
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La TGA aumentd con el tiempo de reaccion de 120 h. Las FU empezaron a ser

constante a partir de las 72 h, lo que indica una posible inhibicién de subproductos

en el sitio activo de la enzima (Fialova et al.,2004 y Aronson et al., 2006) (Figura
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Figura 1. 12. Tiempos de reaccién de la TGA de la Hex de L. lecanii usando como sustratos donadores: A)
Glu, B) NaLac, C) Man and D) GIcNAc a pH 6, 7y 8 a 37 °C. Las cantidades de 4-metilumbeliferol se

determinaron por espectrometria de fluorescencia y expresadas como FU (unidades arbitrarias). Los datos

experimentales se ajustaron al modelo de Gompertz con una R?>0.95.

A pH 7 y 96 h, FUmax fueron mayores en 94 (Glu) ,88 (NaLac), 94 (Man) y 92 %
(GIcNAc) que aquellos determinados a 1.3 h (Tabla 1.2). EI mayor rendimiento

se determiné con Glu seguido de NaLac y GIcNAc a pH 7 y 96 h, mientras que el

mas bajo fue para Man. Segun el estudio realizado por Tomabechi et al., (2010)

los grupos hidroxilo primarios y secundarios de los carbohidratos fueron

esenciales para la sefial de reconocimiento para la TGA de la Endo-B-N-

——

25

'



acetilglucosaminidasa de Mucor hiemalis la cual también requiri6 un grupo
hidroxilo C-4 ecuatorial para transglicosilar. La TGA ocurrié cuando el oxigeno
del enlace glucosidico se protona por el &cido carboxilico de un acido aspatrtico,
que promovié la formacién de oxazolinio por reaccion nucleofilica del carbonilo
del grupo amida (Kohri et al., 2007). El mecanismo de hidrélisis de las quitinasas
también implicé la formacion de un ion oxazolinio intermedio con el grupo
nucleofilico de N- acetamida del sustrato. Después, el ion oxazolinio fue atacado
por una molécula de agua para producir la hidrdlisis (Figura 1.13) y (Figura 1.14).
La TGA ocurre cuando el sustrato del donador compite con la molécula de agua
para formar el enlace glucosidico entre las moléculas del azlcar donador y
aceptor (Figura 1.14A) (Madhuprakash et al., 2012).

o” O-H o” OH OH
H

OH ) OH oH ! P HO Q
AIRA = P - 0
HO - HO = ? HO ) .0 OH —r Naw 0

L " HO
Vo) Mo e e Y,
H,C H,C CH, 0

H,C

Figura 1. 13. Mecanismo de hidrolisis propuesto para las quitinasas (Kohri et al., 2007).
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Figura 1. 14. Esquema de reaccion de la hidrolisis y transglicosilacion de las quitinasas (A) y mecanismo

de transglicosilacion para quitinasas modificadas en su sitio activo (B) (Alsina et al., 2019).
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La TGA de las quitinasas bacterianas a menudo requieren un GICcNAc en la
posicion -2 para reconocimiento y no hidrolizar 4-metilumbeliferil N-acetil-
glucosamina, en su lugar, llevé a cabo el enlace del sustrato donador (Li et al.,
2008 y Suma et al., 2013). La endoquitinasa de Serratia proteamaculans que
presentdé un TGA en sustratos trimero a hexamero para producir oligosacéridos
de hasta DP 13, debido a su baja actividad hidrolitica (Hauser et al., 2005).
Aronson et al. (2006) informo6 que Serratia marcescens produjo quitinasas con el
mejoramiento de la TGA después de la mutacién del triptéfano por alanina en el
sitio de union a quitina que podria usar GIcNAc en la posicién -1. Ademas, el
sustrato aceptor también vario con la enzima Endo-B-N-acetilglucosaminidasa de
Flammulina velutipes que transglicosilo glicoasparagina a Glu, pero no present6

la TGA con galactosa (Hamaguchi et al., 2010).
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1.3.4. Determinacion de la energia de activacion de la Hex de L. lecanii con
TGA

Se estudié el efecto de la temperatura sobre TGA manteniendo el pH fijo a 7, se
obtuvo la mayor actividad a 37 °C con 1012 y 1205 FU mientras que la mas baja se
determind a 7 °C con solo 201 FU, para NaLac y GIcNAc, respectivamente (Figura
1.15).
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Figura 1. 15. Efecto de la temperatura en la TGA de la Hex de L. lecanii usando GIcNAc (A) y NaLac (B) como
sustratos donadores. Los datos experimentales se ajustaron al modelo de Gompertz con una R2>0.90. Para la
estimacion de la Ea para la TGA se us6 el modelo de Arrhenius a diferentes temperaturas en presencia
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29

—
| —



Cabe resaltar que la TGA para ambos sustratos, NaLac y GIcNAc, mostré una
reduccion de FU a 57 °C, que indicO un efecto de desactivacion por
desnaturalizacién de la enzima (20 % se encuentra en forma desnaturalizada). Por
lo tanto, solo los resultados de 7 a 47 ° C (Figuras 1.15A y 1.15B) se usaron para la
determinacion de Vo, que era la pendiente de la curva en el inicio de la reaccion
(Figura 1.16). La Ea de la TGA estimado por Arrhenius fue 46 kJ/mol y 54 kJ/mol
para GIcNAc y NaLac, respectivamente (Figuras 1.15C, 1.15D). Las diferencias en
Ea dependieron de los sustratos y de la actividad enzimatica, es decir la Ea de la
TGA fue menor que la de hidrdlisis, como se informé en otra parte con enzimas
modificadas de Bacillus circulans por mutagénesis dirigida al sitio (Nguyen et al.,
2015).

16

—&— Nalac
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O C’ T T T T T T T T T T
0 7 17 20 22 27 32 37 42 47 57
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Figura 1. 16. Efecto de la temperatura sobre la velocidad inicial de TGA a pH 7 de la Hex de L. lecanii usando

NalLac y GIcNAc como sustratos donadores.
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1.3.5. Determinacion del DP de los oligosacaridos por espectrometria MALDI-
TOF

La Figura 1.17 muestra los productos de reaccion a 1.3 h de TGA a varios pH y
sustratos donadores que se analizaron por MALDI-TOF. La Glu como sustrato
donador produjo oligobmeros de DP de 2, 3, 4y 5. Las intensidades mas altas fueron
aguellos con [DP4 + Na]*a pH 7, [DP3 + Na]* a pH 8 y [DP2 + Na]* a pH 6, mientras
que las més bajas fueron para oligdbmeros de [DP3]* y [DP5]* en todos los pH. La
TGA usando Man produjo oligdmeros entre DP de 2 y 5 con las intensidades mas
altas para [DP3 + Na]* a pH 7 y [DP4 + Na]* a pH 6 y 8. La TGA con NalLac produjo
oligobmeros de 3 y 5 DP, alli [DP3 + Na]* estaba presente en todos los pH.
Finalmente, GIcNAc produjo oligdmeros de 2 y 3 con la intensidad mas alta [DP2]*
y [DP2 + Na]*.

La Figura 1.18 muestra los productos de reaccioén a 96 h de TGA. La TGA de Glu a
pH 6, 7 y 8 mostr6 DP de 5y 6 con alta abundancia de [DP4 + Na]*. La Man a pH 6
produjo oligbmeros con DP de 4 y 5, de hecho, la mayor abundancia fue para [DP4
+ NaJ]*, mientras que para [DP5]* y [DP5 + Na]* también aumentd. La NaLac a pH
de reaccion de 6, 7 y 8 produjo oligobmeros de 3, 4 y 5 unidades, donde las
abundancias mas altas fueron para [DP3 + Na]*, [DP5]* y [DP5 + Na]*. La TGA
usando GIcNAc produjo oligbmeros de 2, 3y 4 en pH 6,7, y 8 con abundancia mayor
para [DP2 + Na]*y [DP3]*.
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Figura 1. 17. Espectros de MALDI-TOF de los productos de la TGA obtenidos de la Hex de L. lecanii a 37°C,
después de 1.3 h: A) Glu, pH 6; B) Man, pH 7; C) NaLac pH 8; D) GIcNAc, pH 7.
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Figura 1. 18. Espectros de MALDI-TOF de los productos de la TGA obtenidos de la Hex de L. lecanii a 37°C,
después de 96 h: E) Glu, pH 7; F) Man, pH 8: G) NaLac pH 7 H) GIcNAc, pH 7.




La produccion de oligdbmeros por enzimas quitinoliticas con la TGA se ha reportado
en varios microorganismos. En este aspecto, Li et al. (2008) sefialaron una quitinasa
de S. marcescens transforma sustratos diferentes de donadores a oligobmeros; no
obstante, la enzima no reconocio el grupo hidroxilo de Man en la posicion -2. En el
presente estudio, la Hex polimerizé a Man para producir oligémeros con DP de 5.
La enzima también pudo reconocer Glu, GIcNAc y NaLac como sustratos donadores
para la TGA. La Glu y la Man produjeron tetraoligdmeros con bajo grado de
acetilacion, asi como tetrameros homaologos con una DA del 25% y 50%, mientras
gue el pentdmero y el hexamero mostraron una DA del 50 y 60%, respectivamente.
La NaLac produjo oligosacéaridos de DP de 4y 5, y el tetrAmero tenia GICNAcz y un
homélogo con GIcNAcs. En el primer caso, la molécula fue asignada a la
polimerizacién entre 2 unidades de NaLac. Cabe mencionar que la GIcNAc produjo
oligosacaridos con DP de 4 con DA del 100%, mientras que, con otros sustratos,
fue capaz de producir oligosacaridos de DP de 6 parcialmente desacetilados (Tabla
1.3).

La Hex mostr6 una afinidad por varios sustratos donadores, acetilados o
completamente desacetilados. Sin embargo, la Hex produjo oligosacéaridos con DP
entre 2 y 6 con diferente DA (25 a 100%) pero no pudo sintetizar oligosacaridos con
un DP superior a 6. Una posible explicacion de la inhibicion de TGA podria ser que
los oligosacéridos se unen a un aminoacido del sitio activo de la enzima. Esto es
argumentado por Chen et al. (2014), quienes observaron que los oligosacaridos
completamente desacetilados con DP entre 2 y 7 se unieron a la Alanina presente
en el sitio activo mediante una interaccion hidrofobica de la quitinasa del insecto

Ostrinia furnacalis.
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Tabla 1. 3. Grado de polimerizaciéon y %DA de los oligosacaridos obtenidos con diferentes sustratos
donadores, empleando la TGA de la Hex de L. lecanii, variando el pH de la reaccion.

. . Masa Intensidad de pico
Sustrato | DP | Producto PA AS|gna.1mon tedrica MALDI-TOF (pH)
(%) de pico
(m/z) 6 7 8
4 DaAo 0 [DaAq] * 677.25 | 5372 | 8509 | 8474
4 DaAo 0 [DsAo+Na]* | 693.24 | 14560 | 14588 | 14522
4 DsA1 25 [DsA1+Na]* | 739.32 2014 5570 5320
4 D2A2 50 | [D2A2tNa]* | 761.36 | 2198 | 5539 | 5521
8 5 DsA2 40 [DsA2] * 916.80 | 5301 | 7524 | 7421
5 DsA2 40 | [DsAz+Na]" | 941.53 | 1663 | 1644 | 1621
5 D2A3 60 [D2As] * 963.51 | 1771 | 3448 | 3248
5 D2A3 60 | [D2As+Na]* | 985.50 | 2343 | 4339 | 4328
6 DsAs 50 | [DsAs+Na]* | 1141.66 | 2276 | 3461 | 3392
3 D1A2 66 | [DiA2tNa]* | 614.54 | 10991 | 9833 | 10994
4 DaAo 0 [DsAotNal* | 695.20 | 24465 | 2898 | 3121
4 DsA1 25 [DsA1+Na]* | 739.19 7191 715 725
é 4 D2A2 50 | [D2A2+Na]* | 761.17 | 3146 | 927 | 1024
5 DsA2 40 [DsA2] * 918.30 | 5398 | 1925 | 2021
5 D2A3 60 [D2As] * 963.30 | 14136 | 1157 | 1242
5 D2As 60 [D2As+Na]* | 985.20 9520 1484 1521
4 D2A2 66 [D2A2] * 761.30 | 60000 | 60000 | 54326
g 4 D1A3 75 [D1As] * 827.32 | 8236 | 15361 | 8512
§ 5 D1A4 75 [D1A4] * 986.33 | 2153 | 14863 | 1236
5 Di1As4 80 [D1As+Na]* | 1008.32 | 5623 | 14237 | 10361
2 DoA2 100 [DoA2] * 427.11 9843 9834 9821
2 DoA2 100 | [DoA2+Na]* | 453.08 | 55234 | 55121 | 55128
< 3 DoAs 100 | [DoAs]* 616.21 | 64111 | 64242 | 64175
g 3 DoAs 100 | [DoAs+Na]* | 649.21 | 9842 | 9831 | 9898
4 DoAs 100 [DoA4]* 833.36 | 10234 | 10245 | 10198
4 DoAs 100 | [DoAs+Na]* | 855.39 | 21534 | 21455 | 21422
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De acuerdo con Madhuprakash et al. (2015), los oligdmeros completamente
desacetilados (GIcN)sz y (GIcN)4 no inhibieron la hidrélisis y la TGA de quitinasa D
de S. proteamaculans, lo que demuestra que la quitinasa pertenece a la familia G18

con la TGA promueve la produccion de oligémeros con alto DA.

La TGA después de 1.3 h de reaccién produjo oligobmeros con 58, 60 y 68% DA para
Glu, Man y NaLac, respectivamente (Tabla 1.2). Se observé una reduccion de DA
para casi todos los sustratos cuando el tiempo de reaccion TGA aument6 hasta 96
h. La Glu fue la mas afectada con 26% DA, seguido de Man y NaLac. En contraste,
la GIcCNACc es un sustrato acetilado y sus productos de TGA muestran un 100% de
DA para cualquier tiempo de reaccién debido a la relacion de unidad de grupo acetil

a monomero, por lo que fue similar para todos sus productos.

La Glu, Man, GIcNAc y NaLac se observaron en los carriles 1, 2, 3y 4 y sus
productos en el cromatograma de TL (Figura 1.19). El Rf de Man, Glu y GIcNAc fue
de 0.83, y NaLac fue de 0.78. Los productos de la TGA mostraron diferentes bandas
con Rf de 0.71, 0.58 y 0.12. Los productos de la TGA de Man y Glu mostraron
bandas claras a Rrde 0.59 y 0.71 respectivamente, asignados a oligomeros con DP
de 2y 3 con baja concentracion y bandas a Rt de 0.12 con alta intensidad para todos
los pH. Los productos de la TGA de NaLac y GIcNAc mostraron mayor intensidad

en bandas a Rrde 0.71 que a Rt de 0.58 asignados a oligobmeros con 3 DP.
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Figura 1. 19. Cromatografia de capa fina de los productos de la TGA obtenidos de la Hex de L. lecanii a 37 °C
después 96 hapH®6, 7y 8.

La cromatografia de capa fina (TLC) demuestra que la Hex puede llevar a cabo la
TGA utilizando sustratos con DP entre 1 y 2 para sintetizar nuevos oligosacéridos
con DP entre 2 y 6. En este estudio, la produccion de oligdmeros con DP 5y 6 se
obtuvo después de 96 h de reaccion. Sin embargo, se ha demostrado que algunas
Hex pueden producir oligosacaridos con mayor DP en un menor tiempo de reaccion,
esto se debe a que estas quitinasas han sido modificadas genéticamente para

favorecer la TGA (Tomabechi et al., 2010).




1.4. Conclusiones

1. La Hex de L. lecanii mostré un Mr de 50 kDa y actividad hidrolitica, asi como
actividad de transglicosilasa.

2. La TGA produjo oligosacéridos con DP entre 2 y 5 con diferentes sustratos.

3. La Hex con la TGA tuvo la mayor afinidad por GIcNAc, que se corroboré con la
energia de activacidon mas baja.

4. La Hex purificada (pura) permite la transglicosilacion hacia la produccion de

polisacaridos especificos.
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Capitulo 2
|dentificacion de una B-N-acetilglucosaminidasa
de Lecanicillium lecanii y su actividad de
transglicosilacion sobre oligosacaridos

especificos
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2.1. Introduccion

Las quitinasas son enzimas glicosil hidrolasas que llevan a cabo la hidrdlisis de la
quitina, que es un biopolimero que consta de unidades de N-acetil-D-glucosamina

(GIcNACc) que estan unidas por el enlace p-1,4.

Las quitinasas fangicas pertenecen a la familia 18 de las glicosil hidrolasas, este
grupo también se divide en las subfamilias A, By C, segun su similitud de secuencia
y actividades enzimaticas. Los subgrupos A y B contienen todas las quitinasas
fungicas identificadas en la literatura, estas quitinasas tienen en promedio una masa
molecular entre 30-90 kDa, mientras que el subgrupo C comprendia un nuevo grupo
de quitinasas con masa molecular mayor, de 140-170 kDa. Las quitinasas de los
subgrupos B y C tienen modulos de union a carbohidratos, el subgrupo A no
presenta esta caracteristica; sin embargo, tienen un péptido sefal en el extremo
amino que indica que seran proteinas extracelulares (Adrangi y Faramarzi, 2013 y
Rathore y Gupta, 2015).

Las Hex de origen fungico tienen un papel importante en el crecimiento de hongos,
ya que son responsables, junto con otras quitinasas, del control de la lisis de quitina
en la pared celular. Simultaneamente, regulan la reconstruccién de estos para
permitir la expansion de las hifas y prevenir la descomposicion celular; ademas,
también se pueden utilizar como agentes de control biolégico contra los patdégenos

de las plantas (Berini et al., 2018).

Se ha informado que algunas Hex tienen una secuencia de aminoacidos
conservada, donde los acidos glutamico y aspartico son unos de los principales
aminoécidos involucrados en el mecanismo catalitico de estas enzimas para realizar

la hidrolisis o la transglicosilacion (Slamova et al., 2010).
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Los oligosacaridos de baja masa molecular pueden obtenerse mediante hidrolisis
enzimatica o sintetizados usando enzimas con actividad de transglicosilacion que
permite que un sustrato aceptor y uno donador se puedan unir mediante un enlace
glucosidico. La transglicosilacion es un método que se ha utilizado con frecuencia
porque puede influir en la enzima y el rendimiento de la reacciéon al modificar las

condiciones de reaccion (Slamova et al.,2010 y Alsina et al., 2019).

Ha habido un interés considerable por los oligosacéaridos acetilados y desacetilados
ya que son moléculas solubles en agua, biocompatibles, no téxicas, y también
tienen propiedades biolégicas como antimicrobianos y antitumorales. También se
ha informado que tienen muchas aplicaciones en la ingenieria de tejidos, como el
aumento en la resistencia 6sea, la prevencién de la adhesion bacteriana a las
células humanas y la mejora de la regeneracion del nervio periférico lesionado (Aam
et al., 2010).
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2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Microorganismo, Condiciones del cultivo y Método de purificacion de

Hex

El microorganismo, las condiciones de cultivos, y los métodos de purificacién que

se utilizaron para este experimento, estan citados en el capitulo 1, secciones 2.1
2.2.2. Identificacion de Hex

La Hex purificada se analiz6 por (SDS-PAGE) y se tifi6 con azul de Coomassie
G250. La banda se cortdé con un bisturi estéril y se trat6 de acuerdo con la
metodologia propuesta por Shevchenko et al. (2006), para su posterior analisis. La

muestra se analizé6 mediante ESI-MS.

2.2.3. Preparacion quimica de oligosacaridos

Los oligosacaridos de quitina se obtuvieron con la metodologia de Trombotto, et al.
(2008), la hidrolisis de quitina se realiz6 con 2 g de quitina cruda en 100 mL de HCI
concentrado (37% de pureza) a 70 °C con agitacion continua durante 1.5 h, esta
reaccion se finaliz6 mediante un choque térmico en un bafio de agua helada.
Posteriormente la solucion se sometio a la eliminacion de exceso de HCI, mediante
la evaporacion hasta la sequedad y su redisolucién en 100 mL de agua desionizada,

por triplicado, para finalmente llevar a sequedad.

El producto anterior, se disolvié en 25 mL de agua desionizada y ajustada a pH 3
con solucion 2 M de NaOH; este proceso se realiz6 en un bafio de hielo. La
disolucién se filtr6 con una membrana de 0.22 um y el filtrado se alcaliniz6 mediante
la adicion de solucion 2 M de NaOH hasta pH 8, para precipitar los oligosacaridos
de mayor masa molecular; el sobrenadante de la precipitacion se sometid a
precipitacion etilica (1:15) y se centrifugd a 1000 rpm, durante 30 min a 4 °C, para
la obtencion de los oligobmeros de menor masa molecular. Finalmente, el pellet se

secO a temperatura ambiente y se almacend a 4 °C para su posterior analisis.
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2.2.4. Caracterizacion de los oligosacaridos
2.2.4.1. Espectroscopia 'H RMN

Los oligosacaridos se sometieron a disolucion en relacion de 10 mg en 800 pL de
agua deuterada (D20) y 5 uL de acido clorhidrico concentrado, para ser analizados
por espectroscopia 'H RMN (Bruker ALS 300) a 300 MHz, 25 °C, el anélisis de datos
se realiz6 en el software TopSpin 3.2. mientras que el grado de acetilacion (DA%)

de las muestras se calculd con la ecuacion 3

1
0 3AcH;
DA% = 1

3AcH3tAGIcN H-2

x100 (4)

Donde Acicn H-2 €S €l area de los protones H-2 de las unidades de GIcN; A¢y, es el

area de los protones de grupo metilo correspondiente a las unidades de GIcNAc
(Trombotto, et al., 2008).

2.2.4.2. Cromatografia de exclusién molecular (SEC)

Se disolvieron 5 mg de los oligosacéaridos en solucion amortiguadora de acido
acético (0.2 M) y acetato de amonio (0.15 M) pH 4.8, posteriormente las muestras

se filtraron con membranas de 0.45 pm.

Las muestras se analizaron por cromatografia de exclusion molecular (SEC)
empleando columnas de gel TSK (2500 y 6000 PW, Tosoh) acoplado en linea con
un refractdmetro diferencial (Wyatt Optilab T-rEx) y un detector de dispersion de luz
multiangulo (Wyatt HELEOS) a 664 nm. La elucion se llevé acabo a 0.5 mL/min
utilizando la misma solucion amortiguadora. El analisis de los datos se realiz6 en el
software ASTRA 6.
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2.2.5. TGA con diferentes sustratos

La TGA se llevo a cabo de la siguiente manera: se adicionaron 100 pL de la Hex
(50 pg/mL) a 100 pL de un amortiguador de fosfatos 5 mM pH 7 y se usaron como
sustratos GIcNAc, Man, Glu, GIcNAc2, GIcNAcs, GlcNes y GIcN-HCI (1mM) (100 pL).
Se incubaron a 37°C de manera individual por 48 y 192 h con agitacion a 100 rpm.
Al término de la incubacion se adicionaron 100 pL de NaOH 0.02 M, después las
muestras se filtraron con membranas de 0.22 um y se almacenaron a 4 °C para su

posterior analisis.
2.2.5.1. Analisis de los productos obtenidos por TGA mediante MALDI-TOF

Los sustratos y productos de la TGA se analizaron por MALDI-TOF. 1 uL de los
productos de la TGA se mezclaron con 9 uL de la matriz (10 g/L de 2,5 acido
dihidroxibenzoico en agua desionizada). Se tomd 1 pL de las muestras y se evaporé
el disolvente a temperatura ambiente bajo una corriente de aire. Los espectros se
obtuvieron a 65000 mV en modo reflector, mediante MALDI-TOF/TOF con un laser

de 35 nm a 355 nm (Applied Biosystems 4800 plus Analyzer, Ontario Canada).
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2.3. Resultados y discusion
2.3.1 Identificacion de Hex

Las masas monoisotdpicas obtenidas del ESI-MS (Tabla 2.1) se analizaron en el
software Mascot, se compararon con las bases de datos: SwissProt y NCBlprot, se
pudo determinar la masa monosotopica tedrica y experimental. Los resultados
mostraron péptidos idénticos de la Hex de Lecanicilium lecanii y una quitinasa de
56 kDa de R. oligosporus (chil), la cual es una glicosil hidrolasa que pertenece a la
familia 18. Los residuos marcados en negritas concuerdan con los residuos de la
Hex que mostraron identidad en la secuencia de chil (Tabla 2.2). Estos datos
representan el 9% de la cobertura de la secuencia de chil. Los péptidos de la Hex
identificados en chil con masa monosotopica de 493.1, 621, 778.2 y 892.1
presentan acido aspartico (D) en su secuencia, esto concuerda con lo reportado por
Slamova et al. (2010). La familia de la Hex de microorganismos procariontes y
eucariontes contiene en su sitio catalitico aminoacidos como el acido glutdmico y el
acido aspartico, éstos actian como donador de protones para llevar a cabo la
reaccion de hidrolisis, ademas el acido aspartico estabiliza el i6n oxazolinio para la
orientacion del grupo acetamida para la catélisis (Adrangi et al.,2013). Por otro lado,
estos aminoacidos son desprotonados en condiciones basicas, inhibiendo la
actividad hidrolitica y favoreciendo la actividad de transglicosilacion (Kohri et al.,
2007). De acuerdo con lo reportado, las quitinasas fangicas de la familia 18 de las
glicosil hidrolasas presentan abundancia de treonina y lisina en su sitio catalitico
esto concuerda a lo reportado en el presente estudio donde en la mayoria de los
residuos identificados presentan en su secuencia treonina (T) y lisina (K) (Adrangi
et al.,2013 y Rathore y Gupta, 2015).
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Tabla 2. 1. Relacion m/z monoisotépica de la Hex de L. lecanii obtenidas del ESI-MS.

Relacion m/z monoisotépica

Experimental

276.2

303.2

359.1

450.9

493.1

621.1

647.2

710.1

778.2

892.1

988.1

1027.1

1140.1

1313.7

Tedrica

—

276.2

303.2

359.1

450.8

493.1

621.2

647.2

710.1

778.2

892.1

988.1

1027.1

1140.2

1313.7

Secuencia
QK
GVK
LAR
TTTK
CQDK
KCQDK
TTSPNK
ATTTSTK
CQDKGVK
YAVCDHGK
TTSPNKNVK
NGPVPRPYK
TTTKATTTSTK

NGPVPRPYKASK
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Tabla 2. 2. Secuencia de aminoacidos de chil, las letras marcadas en negrita son los residuos de Hex que

muestran identidad con la secuencia de chil.

1 MLARTFLGMA ISAFLASTGV QAAWSSNGPN VMYYWGQONSA GGSNTQASLG
51 TYCESGQVDA  VLLSFLHVEN VGGTPEINLS SACAGTYFPN TQLLSCPAVG
101 ADIKKCQDKG VKVILSLGGA AGVYGFTSDA QGQQFAQTIW  NLFGGGSSDT
151 RPFGDAVIDG VDLDIEGGAS TGYAAFVNAL RQKFSSNFLI GAAPQCPFPD
201 AILGSVLNSA  SFDYVNVQFY NNYCSATGSS FNFDTWDNWA  KTTSPNKNVK
251 IMFTIPGSPT AAGSGYVPMS  TLQTIVPSLA SEYSSYGGVS VWDASQAWNN
301 GDFSSQLYSL VHSGGSTPPP  SSSTIKTTTK ATTTSTKTTT TAAPTATSAP
351 GSCPVANQSC STONQYACTA DGKYAVCDHG KWVVSSCPSG TVCIPTTDGT
401 SIYCGYATGS GSTCPSASAL  EIAAASFGSK  NGPVPRPYKA  SKVAAQLAVT
451 STDKNSFEAV  INARRTTLTP FEKSVTIEFT TPSNIKFTES DMGPVRQVGN
501 KVRIQAKNDY NESMTLVVKV  KGSINSGVFV  APSTSAWKFK

2.3.2. Caracterizacion de oligosacaridos mediante espectroscopia 'H RMN

El espectro de *H RMN de oligosacaridos obtenidos de la hidrolisis de la quitina que
se muestra en Figura 2.1., present6 una sefial a 2.02 ppm que hace referencia a los
protones del metilo del grupo acetilo de las unidades de GIcNAc (Li et al., 2019), lo
que indica que los oligosacaridos obtenidos en este estudio fueron parcialmente
acetilados. La molécula GIcNAc presenta otra sefial a 5.20 ppm, que corresponde
a los protones del H-1 de los extremos reductores del anémero a; sin embargo, en
el presente estudio no se encontré dicha sefial en los oligbmeros analizados. De
acuerdo con lo reportado por Sugiyama et al. (2001), se hizo la asignacion de las
diferentes sefales, mediante las sefiales de los oligosacaridos acetilados y
Nuestros resultados indican

desacetilados. la presencia de oligosacaridos

desacetilados y parcialmente acetilados con un DP entre 2 y 6.
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Otras sefales se presentaron entre 3.6 - 4 ppm que corresponden a los protones
(H-2, H-3, H-4, H-5 y H-6) de las unidades de GIcN y GIcNAc. Los oligosacaridos
desacetilados presentaron la sefial entre 3.35 ppm, las cuales corresponden a los
protones del H-2 del grupo GIcN, también se encontraron otras sefiales que son
atribuidas a residuos medios y extremos reductores y no reductores (3.25-3.05
ppm); asi mismo, se detectd una sefal de menor intensidad a 5.45 ppm atribuida a
extremos reductores del anémero a de la molécula GIcN (Figura 2.1). Trombotto et
al. (2008), obtuvieron oligosacaridos totalmente desacetilados, porque no se
presentaron las sefales a 2 y 5.20 ppm, sin embargo, en el presente estudio se
obtuvieron sefiales de las moléculas acetiladas y desacetiladas. Kaczmarek et al.,
(2019) reportaron que mediante la hidrdlisis de quitina mediante un método quimico
también se hidrolizan grupos acetilos en el proceso, presentando diferentes DP y
grado de acetilacion. De igual manera se presentaron sefiales de 3.5 a 4 ppm, éstas
son atribuidas a los grupos hidroxilo presentes en la molécula GIcNAc y GIcN.Por
otra parte, se utilizo el &rea bajo la curva de cada una de las sefales para calcular
el DA% de la muestra, encontrando 22.47 %, esto representa un valor bajo de DA%,
lo que podria indicar que hay una mayor abundancia de oligosacaridos

desacetilados en la muestra obtenida después de la hidrolisis acida.
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GIcN

H-3, H-4, H-5 H-6

GIcN H-1 .
GIcNAc CH
GIcNAc H-1 GleNAG 3
" H-2, H-3, H-4, H-5 H-6
GIcN H-2 GlcNac CH,

ppm

Figura 2. 1. Espectro 'H RMN de los oligosacaridos obtenidos por hidrolisis acida a 70 °C durante 1.5 h.

2.3.3. Caracterizacion de oligosacéaridos mediante SEC

Ademas del %DA, es importante conocer otros parametros que ayudaran a la
caracterizacion de los oligosacaridos, como: masa molar, el grado de polimerizacién
y la polidispersidad. La relacion de estos pardmetros ayuda a comprender las
propiedades fisicoquimicas y actividades bioldgicas que poseen los oligosacaridos
(Liagat y Eltem, 2018).

En el cromatograma (Figura 2.2) se muestran los oligosacaridos analizados
mediante SEC, éstos presentaron un tiempo de retencion entre 28-37 min, masa
molar ponderal (Mw) de 1.119 x 104 £ 1. 299 g/mol, masa molar numeral (Mn) de
8.959 x 10° + 1.498 g/mol, e indice de polidispersidad de 1.249 + 1.983 %, este
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Escala relativa

altimo al ser mayor a 1 nos indica que los oligosacaridos obtenidos bajo esta
metodologia presentan diferentes tamafios moleculares. El incremento en el indice
de polidispersidad se atribuy6 a las altas concentraciones de &cido, temperatura y
el tiempo de reaccion, las cuales tienen un efecto significativo sobre la hidrdlisis de
la quitina para la produccion de oligosacaridos (Kasaai, et al., 2013). De acuerdo
con lo reportado por Mourya et al., (2011), los quitosanos con Mw menor a 30 kDa
se consideran oligbmeros de quitosano, quitooligdmeros, en nuestros resultados se
encontré un valor de 11.19 kDa, lo que indica la presencia de oligosacaridos de bajo

peso molecular y parcialmente acetilados.

100 20.0 300 400 50.0

Tiempo (min)

Figura 2. 2. Cromatograma de SEC de los oligosacaridos obtenidos por hidrolisis acida. (-) Detector de
dispersion de luz, (-) Detector de indice de refraccion.
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2.3.4. Identificacion de productos obtenidos de TGA por MALDI-TOF
2.3.4.1. TGA a 48 h de reaccion

Los sustratos y productos de la TGA se analizaron mediante MALDI-TOF, los
resultados obtenidos, se muestran en la Figura 2.3, al utilizar GICNAc como sustrato
inicial (Figura 2.3A) se obtuvieron oligosacéaridos con un DP entre 2y 3 alas 48 h
de reaccion, las relaciones masa/carga (m/z) de dichos productos fueron de 447.1
y 650.2 respectivamente. Asi mismo se presenta la sefial a 244 m/z, la cual
corresponde al sustrato GIcNAc, atribuyendo que a este tiempo de reaccion la Hex
no ha transglicosilado completamente este sustrato. También, a partir de Man
(Figura 2.3B) se obtuvo una sefial a 527.1 m/z la cual corresponde a oligosacéaridos
con DP 3; sin embargo, no se encontro la sefial del dimero de Man, esto se puede
atribuir a que la Hex logré convertir todo el sustrato en un oligosacéarido de DP3 en
un menor tiempo, también se presenta la sefial del sustrato Man a 203 m/z lo cual,

sugiere gue a este tiempo tampoco se ha convertido todo el sustrato a producto.

En la Figura 2.3C se presenta el espectro de masas de la TGA utilizando como
sustratos GIcNAc2 y GIcNAcs, donde la Hex no fue capaz de transglicosilar el dimero
y el trimero de GIcNAc, sin embargo, para esta reaccion también se presenté una
sefal de baja intensidad a 244 m/z lo que indica que la Hex esta hidrolizando los
sustratos liberando GIcNAc, Rojas et al., (2020), donde la Hex de L. lecanii a pH 7
presenta todavia actividad hidrolitica. Asi mismo, la Hex no fue capaz de producir
oligosacéridos de mayor tamafio utilizando como sustrato inicial GlcNe (Figura 2.3D)
ya que, presento la sefial a 1007.6 m/z, caracteristica del mismo sustrato. Para los
resultados usando Glu como sustrato (Figura 2.3E), se obtuvo como producto un
DP3, se pudo observar que la conversion de producto es mas rapida, ya que no se
encontré la sefal del dimero. En la Figura 2.3F se observa el espectro utilizando
como sustrato Glu adicionado con GIcNAcz, encontrando oligosacaridos con un DP

3 provenientes de Glu, por lo que Hex no llevé a cabo la TGA de ambos sustratos,
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dando preferencia a Glu sobre GIcNAc:2 para producir oligosacaridos de mayor

tamano.

Se ha informado que los grupos acetamida e hidroxilo son sefales de
reconocimiento para llevar acabo la TGA (Li et al., 2008). De acuerdo con esto,
Slamova et al., (2010) informaron que el grupo acetamida se consideraba esencial
para la accion de las Hex de origen fungico. Sin embargo, ciertas alteraciones tales
como modificaciones en C-2, longitud del acilo y sustitucién por un hidroxilo han
sido reconocidas por estas enzimas para llevar acabo TGA. Sin embargo, otros
cambios como sustituciones cargadas con trifluoracetilo, sulfato y grupo amino libre
condujeron a la desestabilizacion del ion oxazolinio. En este trabajo la Hex fue capaz
de llevar acabo la TGA utilizando diferentes mondémeros. La quitinasa de Mucir
hiemalis reportada por Tomabechi et al., (2010) pudo transglicosilar glucosa,
manosa, GICNAc y otros azUcares, sin embargo, no pudo llevar acabo la TGA

usando &cido glucurénico y xilosa.
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Figura 2. 3. Espectros MALDI-TOF de los productos obtenidos mediante TGA por la Hex de L. lecanii a 37 °C
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Gluy F) Glu+ GIcNAc:2
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2.3.4.2. LaTGA a 192 h de reaccion

Para evaluar si la Hex produce oligosacaridos con un mayor DP, se evaluaron los
sustratos que la enzima fue capaz de transglicosilar a un mayor tiempo de reaccion.
Se analizaron los productos de la TGA a las 192 h de reaccion, estos resultados se
muestran en la Figura 2.4. Para la TGA con GIcNAc como sustrato (Figura 2.4A),
presento las mismas sefiales de DP2 y DP3 encontradas a las 48 h, sin embargo,
la intensidad del DP2 disminuye comparado con el DP3, esto se puede atribuir a
que la Hex esta utilizando DP2 para la produccién de DP3, también, se observé que
el DP es independiente del tiempo de reaccion, ya que el grado de polimerizaciéon
de mayor valor fue de DP3, esto se corroboro al analizar los productos de reaccién
alas 96y 144 h donde se encontraron los mismos productos: DP2 y DP3 (Anexos
5A y 5B). Debido al posible agotamiento del sustrato (GIcNAc) se hizo un
experimento adicional afladiendo mas de éste después de 96 h de reaccion, sin
embargo, no se produjeron oligosacaridos con mayor DP, al final de las 192 h
(Anexo 5C). Mientras que al utilizar Glu durante 192 h, se obtuvo la sefial del trimero
de glucosa (Figura 2.4B), sin embargo, se detectd otra sefial a 1007.4 m/z que
corresponde a un DP6. Por lo tanto, Hex generé un oligosacarido con un DP6
empleando Glu como sustrato, en comparacion con GIcNAc, donde el maximo DP
obtenido fue de 3 a las 192 h de reaccién. En comparacién con lo reportado por
Purushotham y Podile (2012), donde la quitinasa de Serratia proteamaculans fue
capaz de producir oligosacaridos con un DP6 en 3 h de reaccion, esto se puede
explicar ya que los autores trabajaron con una quitinasa modificada, esto permitié
la formacién del producto en un menor tiempo, debido a la mutacién en el sitio activo
remplazando el &cido aspartico por una alanina; esta mutacion inhibié la actividad
hidrolitica y favoreci6 la TGA, también esta modificacion permitié que los productos
de la TGA permanecieran retenidos en el sitio catalitico durante un tiempo
prolongado; permitiendo obtener oligosacéaridos con alto DP. La Hex logro sintetizar
un DP6 en 192 h, esto se puede atribuir a que en este estudio se utilizd la enzima

de forma nativa sin ninguna modificacion molecular.
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Cuando se utiliz6 Man como sustrato (Figura 2.4C), la Hex fue capaz de producir un
DP3 a las 192 h; también llevd acabo la TGA a partir de Gal, sustrato que genero
un DP3 a este mismo tiempo de reaccion (Figura 2.4D). La Figura 2.4E presenta la
reaccion utilizando GIcNAc como sustrato inicial, a las 96 h se adicioné Man, y al
final de las 192 h se encontraron oligosacaridos de DP2 y DP3 provenientes de
GIcNAc, asi como, un DP3 de Man, por lo tanto, la Hex polimerizé GIcNAc hasta un
DP3, y al adicionar el monémero de Man, polimerizé de manera aleatoria s6lo un
tipo de sustrato. Deduciendo que la Hex es capaz de polimerizar diferentes sustratos

(mondmeros) y producir Unicamente productos DP3, a partir de estos.

Una posible explicaciéon de porque la Hex logré producir oligosacaridos con DP
especifico, es debido a que podrian estar produciendo sustratos que seran
utilizados posteriormente por otras enzimas. Esto concuerda con Rast et al. (2003),
ya que durante la sintesis y remodelamiento de la pared celular un sistema
sinergista de quitinasas y otras enzimas actlan hidrolizando/transglicosilando la
quitina para llevar acabo el crecimiento fungico. Los sustratos producidos por las
quitinasas son utilizados por las Hex, hidrolizando estos sustratos para producir
GIcNAc, la cual es utilizada nuevamente por las quitinasas, la Hex y la quitina

sintasas para realizar transglicosilacion y producir cadenas de quitina.

Los resultados obtenidos en este trabajo fueron novedosos ya que la Hex de L.
lecanii fue capaz de transglicosilar sustratos que no estaban activados, a diferencia
de lo reportado por Kohri et al., (2007), donde se tuvo que activar los sustratos
donadores mediante un agente de condensacién para que la quitinasa de Bacillus
circulans llevara a cabo la TGA. Por otro lado, se ha reportado que para efectuar la
transglicosilacion, es necesario la presencia de un sustrato aceptor y un sustrato
donador, esto ha sido reportado por Rojas-Osnaya et al., (2020) que la Hex de L.
lecanii puede transglicosilar diferentes sustratos, en este trabajo la misma enzima,
Nno necesita un sustrato aceptor para llevar acabo TGA. La Hex de L. lecanii tiene la

capacidad de producir oligosacaridos a partir de sustrato en forma de mondémero.
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En las tablas 2.3 y 2.4 se muestran la asignacion de picos de los sustratos
empleados y productos obtenidos de la TGA respectivamente, se puede observar
que las sefales obtenidas experimentalmente son similares a las sefiales obtenidas
tedricamente, lo que conlleva a la identificacion de los compuestos generados y al

conocimiento de su estructura quimica.

Tabla 2. 3. Grado de polimerizacion (DP), %DA y relacién m/z monoisotdpica de los sustratos obtenidos por la
TGA de la Hex de L. lecanii.

Relacion m/z

monosotépica

Sustratos DP DA Férmula
(%) Tedrica Experimental

GIcNAC 1 100 244.1 244.0 [HO(CgH13NOs);H+Na]*
Man 1 0 203.1 203.1 [HO(C6H100s)1H+Na]*
Glu 1 0 203.1 203.1 [HO(CsH100s):H+Na]*
GIcNAc, 2 100 447.2 447.2 [HO(CgH13NOs),H+Na]*
GIcNAcs 3 100 650.2 650.3 [HO(CgH13NOs)sH+Na]*
GlcNe 6 0 1007.4 1007.6 [HO(CeH1:NO4)sH+Na]*
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Tabla 2. 4. Grado de polimerizacion (DP), %DA y relacién m/z monoisotépica de los productos utilizados para
la TGA de la Hex de L. lecanii.

Relacién m/z monosotoépica

Productos DP DA Formula
(%) Tedrica Experimental
GIcNAC 2 2 100 447.2 447.1 [HO(CgH13NOs),H+Na]*
GIcNACc 3 3 100 650.2 650.2 [HO(CgH13NOs)sH+Na]*
Mans 3 0 527.1 527.2 [HO(CeH1005)sH+NaJ*
Glus 3 0 527.1 527.2 [HO(CeH1005)sH+Na]*
Glue 6 0 1007.4 1007.6 [HO(CsH1:NO4)sH+Na]*

2.4. Conclusiones

1. Se logr6 identificar a Hex encontrando similitud en su secuencia de
aminoacidos en 9% con la quitinasa (chil) de R. oligosporus.

2. La TGA de Hex no quiere un sustrato aceptor, produciendo oligosacaridos
con DP entre 2 y 3 con sustratos acetilados, mientras que con sustratos

desacetilados se logré producir oligosacaridos con un DP 6.
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Capitulo 3
Determinacion de la estructura secundaria de la
Hex, mediante espectroscopia de dicroismo

circular
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3.1. Introduccion

Las Hex son enzimas glicosil hidrolasas que llevan a cabo la hidrolisis de la quitina
y tiene un papel importante en el crecimiento celular, ya que son responsables, junto
con otras quitinasas, del control de la lisis de quitina en la pared celular (Yang, et
al., 2014).

Estas enzimas tienen importancia biotecnolégica porque son aplicadas en la
sintesis de oligosacaridos mediante su actividad de transglicosilacion. Esto permite
obtener productos con cierto grado de polimerizacion y acetilacion; otras
aplicaciones incluyen, la produccién de ciclodextrinas y la produccion de estructuras
glucosidicas (Slamova et al.,2010). Las Hex se clasifican por su estructura y la
funcionalidad de los dominios cataliticos. Las correspondientes a la familia GH-18
presentan estructuras a+p (proteinas con regiones en hélice a y hoja ) mientras
que las de la familia GH-19, son dominios abundantes en estructuras 3/ a (proteinas

con regiones predominantes en hoja ) (Suginta et al., 2016).

Existen diferentes técnicas las cuales nos permiten obtener informacién de las
conformaciones estructurales de proteinas y péptidos una de ellas es la
espectroscopia de dicroismo circular (DC), es una técnica espectroscopica de
absorcion que provee informacion acerca de la estructura de macromoléculas
bioldgicas, ésta mide la absorcion diferencial de la luz polarizada circularmente a la
izquierda y a la derecha, por parte de las moléculas que presentan actividad éptica
(no disponer de un plano de simetria y no ser superponibles con su imagen
especular. El croméforo de interés para proteinas incluye el enlace peptidico (240
nm), grupos aromaticos (260-320 nm), cada aminoacido tiende a tener un perfil de
longitud de onda caracteristico, como el triptéfano a 290 nm, tirosina 275 nm y la
fenilalanina 255 nm y los enlaces disulfuro (260 nm), ademas se pueden analizar
otros compuestos en DC como flavinas (300-500) y cofactores cercanos a 330 nm.

(Hennessey y Johnson, 1982).
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De acuerdo con la clasificacibn de Manavalan y Jonhson, (1983), las proteinas
fueron divididas en cuatro grupos de acuerdo con las caracteristicas espectrales
(Figura 3.1).

e a (Proteinas con regiones predominantes en hélice alfa): presentan dos
minimos negativos a 208 y 222 nm y un pico positivo entre 190 y 195 nm.

e a + 3 (proteinas con regiones en hélice a y hoja ): presentan un minimo
negativo a 208 nm y un pico positivo entre 190 y 195 nm.

e o/ B (proteinas con regiones predominantes en hélice a y regiones en hoja
B): presentan dos minimos negativos a 208 y 222 nm y un pico positivo entre
190y 195 nm.

e [ (Proteinas con regiones predominantes en hoja beta): presentan un minimo

entre 210 y 220 nm, otro minimo entre 170 y 180 nm.
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Figura 3. 1. Clasificacion de las proteinas de acuerdo a caracteristicas espectrales: A) a: mioglobina y
citocromo, B) a + B: lizosima y ribonucleasa A, C) a / B: isomerasa, flavodoxina y subtilisina, D) 3 :
prealbumina y proteina Bence-Jones y E) 8 : quimiotripsina y tripsina.

Para la determinacion de la composicién de la estructura secundaria, como hélice
a, hoja B y giros se utilizan algoritmos para estimar la composicion (SELCON,
VARSLC, CDSSTR, K2D y Contin) (Kelly et al., 2005 y Singh et al., 2015). Se ha
utiizado DC para analizar la integridad estructural de algunas quitinasas de
Streptomyces peucetius, mostrando un cambio en la conformacion al agregar urea
en la solucion de proteina, provocando la desnaturalizacion de la proteina anulando

sus funciones bioldgicas (Yao y Liu, 2018).
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3.2. Materiales y métodos
3.2.1. Produccidn y purificacion de la Hex

Se siguid la metodologia planteada en el punto 1.2.1. y 1.2.4 del capitulo 1. Las
fracciones de AEC con actividad Hex se liofilizaron (LABCONCO, Estados Unidos).

3.2.2. Espectroscopia de dicroismo circular
3.2.2.1. Efecto del pHy latemperatura sobre la estructura secundaria de la Hex

Para determinar el efecto del pH, se prepararon disoluciones de la Hex y a una
concentracion de 40 pg/mL en amortiguador de fosfatos 5 mM a diferentes valores
de pH (4 - 11) a 25 °C, mientras que la quitinasa de Streptomyces griseus (Sigma
Aldrich) fue disuelta bajo las mismas condiciones, con un valor fijo de pH 7. Por otro
lado, el efecto de la temperatura se evaluo6 en un intervalo de 25-70 °C, manteniendo
el pH en 7. Los espectros de dicroismo se obtuvieron empleando un
espectropolarimetro Jasco J-715, calibrado con (+) — &cido canforsulfénico en una
longitud de onda de 240 a 190 nm, a 25 °C, en una celda de 0.2 cm de paso de luz
(Tello et al., 2015).

3.2.2.2. Andlisis de datos

Los datos de DC se reportaron como elipticidad por residuo medio [©]mwr (grados
cm? dmol?), que se calculé utilizando un residuo de masa molar promedio de 110
Da (Sreerama y Woddy., 2000).
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3.2.3. Desnaturalizacion térmica

La desnaturalizacion térmica de la Hex se llevd acabo calentando la muestra a una
tasa de barrido de 5 °C/min, monitoreando el cambio de elipticidad a un valor de
longitud de onda fija (220 nm).

La fraccion aparente de la proteina desnaturalizada (fo) se determiné considerando
las elipticidades presentes en las regiones lineales de la curva de desnaturalizacion
térmica, donde la primera regidén (parte superior) se refiere a la estructura de la
proteina en su forma nativa y la segunda region (parte inferior) a la estructura de la

proteina en su forma desnaturalizada.

Para el célculo de la fo se utilizo la siguiente ecuacion:

)
Io = e ®)

donde Ot es la Elipticidad de la muestra a una temperatura particular; 6n es la
elipticidad de la proteina nativa; 6o es la Elipticidad de la proteina desnaturalizada
(Tello-Solis y Romero-Garcia, 2001).
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3.3. Resultados
3.3.1. Efecto del pH sobre la estructura secundaria de la Hex

La Figura 3.2 muestra el espectro de DC correspondiente a Hex de L. lecanii a 25
°Cy pH 7, los datos experimentales (m) y los datos predichos (—) fueron analizadas
en Dichroweb utilizando el método de CDSSRT. El espectro presento un minimo a
208 nm y un maximo a 195 nm. De acuerdo con Manavalan y Jonhson, (1983), estas

caracteristicas espectrales corresponden a la lisozima.

30000 T T T T T T

20000 ~

10000 -

[0]y,wr (grados cm?/dmol)

-10000 -

-20000 T T T T T T
180 190 200 210 220 230 240 250

Longitud de onda (nm)

Figura 3. 2. Espectro de DC de Hex de L. lecanii a pH 7 y temperatura de 25 °C. Los datos experimentales (m)
y datos predichos (—) analizados por el método de CDSSRT.
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En la figura 3.3 se presentan los espectros de la Hex, analizados a diferentes
valores de pH, donde se observo la sefial de DC con un maximo a 195 nm y un
minimo a 208 nm y un hombro a 220 nm se pueden observar cambios en la
elipticidad dependiendo del intervalo de pH, entre 4 y 7, se aprecia
predominantemente conformacion con estructura a + 3 (proteinas con regiones en
hélice a y hoja B) de acuerdo con la clasificacion reportada por Manavalan y
Jonhson (1983), esta estructura es caracteristica de las enzimas glicosilhidrolasas,
presenta dos minimos negativos a 208 nm y otro ligero a 220 nm, asi como, un

maximo a 195 nm que es caracteristico de estructuras a.

60000 T T T T
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e pH4
40000 - * PHS
v pHG6
= A pH7
g o pHS8
S 20000 + s pH9
= ¢ pHI10
o ¢ pHI11
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s 0 i
s
2
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=
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-40000
-60000 T T T T T T

180 190 200 210 220 230 240 250
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Figura 3. 3. Espectro de dicroismo circular de la Hex de L. lecanii a diferentes valores de pH y una
temperatura de 25 °C.
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Para valores de pH entre 8 y 11, se observan cambios en el maximo de 195 y 208
nm, lo que da indicios que, a valores de pH basico, la estructura de Hex se esta
orientando hacia estructura alfa. Los espectros obtenidos a los diferentes valores
de pH fueron analizados en DICHROWERB utilizando la base de datos CDSSRT, los
datos experimentales tuvieron un buen ajuste a los datos predichos y esto se vio
reflejado en obtener un valor de NRMSD menor a 0.250 en todos los espectros
analizados. La estimacion de la estructura secundaria de la Hex a los diferentes
valores de pH se muestra en la Tabla 3.1 se observa que a pH menor a 7, la
composicidn en estructura a se mantiene en valores cercanos al 50 %, mientras que
a valores de pH basico el porcentaje de estructura alfa va aumentando hasta
alcanzar un valor de 77%, la composicién de la estructura beta pasa de un valor del
26% a uno del 6 %. El aumento en la estructura alfa se puede atribuir debido a la
presencia de iones hidroxilos, se desestabilizan las interacciones no covalentes,
particularmente en los enlaces de hidrogeno, en la Quitinasa de Aeromonas
hydrophila (Halder et al., 2016).
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Tabla 3. 1. Determinacion en la composicion de la estructura secundaria de la Hex de L. lecanii a diferentes

valores de pH.

pH Hélice a B-paralela B-antiparalela Giros | Desordenada | Total | NRMSD
4 0.51 0.12 0.10 0.08 0.18 1 0.002
5 0.45 0.16 0.11 0.09 0.20 1 0.003
6 0.51 0.10 0.06 0.11 0.21 1 0.010
7 0.53 0.10 0.06 0.12 0.20 1 0.011
8 0.60 0.07 0.04 0.11 0.18 1 0.012
9 0.77 0.05 0.03 0.04 0.09 1 0.002
10 0.77 0.04 0.02 0.06 0.11 1 0.005
11 0.77 0.04 0.02 0.06 0.11 1 0.005

A partir de lo que reporté Rojas-Osnaya et al, (2020), la maxima actividad hidrolitica

y la méxima TGA a pH 6 y 7, respectivamente, el presente estudio, da indicio que,

a estos pH, las estructuras a y 3 no sufren cambios significativos en su composicién,

esto sugiere que la diferencia de actividades sea probablemente a partir de las

desprotonaciones de los aminoacidos (Ac. Glutamico y/o aspartico) presentes en el

sitio activo.

En la figura 3.4 se realiz6 una comparacion de la Hex de L. lecanii con una quitinasa

de Streptomyces griseus, encontrando similitud en la composicion de la estructura

secundaria a pH 7 en las hojas betas paralela y antiparalela; sin embargo, hay una

diferencia del 10% en la estructura alfa (Tabla 3.2).
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Figura 3. 4. Espectros de dicroismo circular de la Hex de L. lecanii y la quitinasa de S. griseus apH 7y
temperatura de 25 °C.

Tabla 3. 2. Determinacién en la composicion de la estructura secundaria de la Hex de L. lecanii y la quitinasa
de S. griseus a pH 7 y temperatura de 25 °C.

Hélice a B-paralela B-antiparalela Giros Desordenada  Total NRMSD
Hex 0.53 0.10 0.06 0.12 0.20 1 0.011
Quitinasa
de S. 0.44 0.07 0.05 0.20 0.24 1 0.034
griseus
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3.3.2. Efecto de la temperatura sobre la estructura secundaria de la Hex

Al incrementar la temperatura para determinar los cambios en la estructura
secundaria de la Hex (Figura 3.5), aun se observan las sefiales correspondientes
de la estructura a + B (195 nm, 208 y 220 mn), para las temperaturas de 25 y 35,
pero a temperaturas mayores a los 50 °C, se observa la sefal de 195 nm de menor
elipticidad a las anteriores, y la elipticidad constante a partir de los 280 nm, lo que
nos indica una mayor proporcion de estructuras 3, esto es similar a lo reportado por
Johnson (1988), donde encontraron que la estructura a es afectada por la
temperatura, mientras que la estructura 8 es mas estable a estos cambios. Debido
a que las cadenas B presentan puentes de hidrégeno entre el aminoacido de una
hebra con dos aminoéacidos diferentes de la hebra opuesta. Después de calentar a
70 °Cy enfriar a 25 °C (DDC) se observo una desnaturalizacion térmica irreversible,
ya que el espectro (25 °C - DDC) presenté mayor semejanza en la elipticidad con el
de 70 °C que con el de 25 °C, lo que sugiere una mayor predominancia de

estructuras 3, por la pérdida de estructura a.
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Figura 3. 5. Espectros de dicroismo circular de la Hex de L. lecanii a diferentes temperaturas 'y pH 7.

La estimacion de la estructura secundaria de la Hex a diferentes temperaturas
manteniendo fijo el pH a 7, se presenta en la Tabla 3.3. No se observan los cambios
en la estructura a a temperaturas entre 35 y 25 °C, pero a temperaturas mayores a
50 °C se pierde hasta el 88 % de la estructura a. Se observa que las estructuras 3,

y los giros no se vieron afectados a diferentes temperaturas.
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Tabla 3. 3. Determinacion en la composicion de la estructura secundaria de la Hex de L. lecanii a diferentes
temperaturas a pH 7.

Temperatura
Hélicea B-paralela  B-antiparalela Giros Desordenada  Total NRMSD

°C)
25 0.53 0.10 0.06 0.12 0.20 1 0.011
35 0.53 0.09 0.07 0.12 0.19 1 0.014
50 0.26 0.17 0.09 0.16 0.33 1 0.008
60 0.13 0.22 0.11 0.23 0.31 1 0.013
70 0.12 0.23 0.12 0.17 0.35 1 0.012

25-DDC 0.11 0.26 0.12 0.16 0.35 1 0.010

En cuanto al procedimiento 25 - DDC, se corroboroé la pérdida de la estructura a, ya
gue se obtuvo un 11 % de dicha estructura, mientras que hay un 38% de estructuras
B y el aumento de la estructura desordenada, de acuerdo a lo reportado por Wolz y
Kulozik (2015), en donde demuestran que debido al proceso de desnaturalizacion
térmica también se da el proceso de agregacion de las proteinas, en este caso la
Hex se ve afectada la estructura secundaria a temperaturas superiores a los 50 °C,

dando lugar al aumento en la estructura desordenada.
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3.3.3. Desnaturalizacion térmica

La figura 3.5A muestra la curva de transicion térmica de Hex, donde se observa un
decaimiento de elipticidad a partir de los 50°C, lo que implica un proceso de
desnaturalizacion hasta los 70 °C, donde la elipticidad empez0 a ser constante. La
primera region (< 50°C) hace referencia a la estructura nativa y la segunda (= 70°C)
representa la estructura desnaturalizada, segun Tello-Solis y Hernandez-Arana,
(1995) este comportamiento es usual para un proceso de desplegamiento bajo

control cinético.

Para determinar la reversibilidad y la fraccion aparente (fo) de la proteina
desnaturalizada, se obtuvo la figura 3.5B, donde a partir de la interseccion de las
curvas, se determing la temperatura 62.9°C que corresponden al punto de equilibrio
entre la mitad de la fraccion de la proteina desnaturalizada y la mitad de la fraccién
de la proteina de forma nativa, este grafico es caracteristico de un proteina de
desnaturalizacion irreversible, de acuerdo con lo reportado por Poklar y Vesnaver,
(2000) y Tello y Arrollo, (2002), la Hex presentd un estado de transicion de forma

irreversible (nativa — desnaturalizada).

73

——
| —



i
L
()]

] 1
- oy
tn =
|

5.0 4

554

1
o
=

1

65 4

7.0 4

Elipiticidad a 220 nm (m°®)

1l Velocidad de calentamiento 5 °C/min |
75 —_———
20 30 40 50 60 70 80

Temperatura (°C)

14

1.2 4

1.0 4

0.8 A

0.6 - m  Desnaturalizada

* Nativa

Fraccion

Temperatura media, 62.9 °C

0.4 +

0.2 +

'0.2 T T T T T
20 30 40 50 60 70 80

Temperatura (°C)

Figura 3. 6. (A) Curva de desnaturalizacion térmica (B) Curva de fraccion nativa y desnaturalizada de la Hex
de L. lecanii a 70 °C, pH 7 y velocidad de calentamiento de 5 °C/min.

——

74

'



3.4. Conclusiones

1. La estructura secundaria de Hex de L. Lecanii, se ve afectada estructural y
funcionalmente a pH alcalinos y temperaturas mayores a los 50 °C.
2. Laenzima no sufre cambios conformacionales considerables para realizar una

actividad u otra ya que, son cambios locales en el sitio activo.
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Capitulo 4
Purificacion de una Hidrofobina de Lecanicilium

lecanii en cultivo sumergido
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4.1. Introduccidon

Las hidrofobinas (HFB), son otro tipo de proteinas que los hongos entomopatégenos
requieren durante la patogénesis. Estas, son una gran familia de pequefias
proteinas (formada por aproximadamente 100 amino&cidos) producidas por hongos
filamentosos que resultan necesarias para el crecimiento aéreo y la dispersion de
esporas de dichos microorganismos, éstas poseen actividad biosurfactante,
ademas estan implicadas en los primeros pasos de la patogénesis fangica que
permiten la adhesion de esporas e hifas al huésped (Kulkarni et al., 2017). Las HFB
son proteinas globulares extracelulares, tienen masa molar entre 7 y 15 kDa y un
diametro entre 2 y 3 nm, las HFB son capaces de auto ensamblarse formando
membranas anfipaticas, permitiéndoles interactuar con interfases y disminuir la
tension superficial.

Las HFB se dividen en dos clases con base en su secuencia de aminoacidos y a la
solubilidad de los agregados que forman. Las hidrofobinas de clase | (HFB-I) y clase
Il (HFB-II) presentan modelos de hidropatia caracteristicos y contienen ocho
residuos de cisteina altamente conservados que forman puentes disulfuro
intramoleculares (Linder, 2009).

La estructura de HFB-I no contiene hélices a, en su lugar, presenta un gran bucle
desordenado y mayor cantidad de laminas B en la zona hidrofébica que HFB-II, lo
cual las hace mas estables. Las HFB-II son producidas solamente por ascomicetos.
La estructura de este tipo de hidrofobinas esta formada por una hélice a y cuatro
laminas B. Esas laminas B forman una estructura central de barril B que consta de
dos bucles. La HFB-II forma agregados como agujas o fibrillas que se disocian muy
facilmente. La mayoria de los hongos secretan HFB de clase | en el medio de cultivo,
sugiriendo que el descenso de la tension superficial del agua por secrecién de
hidrofobinas es una condicién general para iniciar el crecimiento aéreo (Kulkarni et
al., 2017).
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La propiedad mas caracteristica de las HFB es su capacidad de adherirse
espontaneamente a todo tipo de superficies por su capacidad de auto-ensamblarse
en una membrana anfipatica. Esto es debido a su estructura molecular bifuncional
que contiene un lado hidrofilico y un lado hidrofébico; por lo tanto, son capaces de
adherirse en superficies hidrofilicas con su lado hidrofilo, asi como en superficies
hidrofébicas con su lado hidr6fobo. Ambas zonas influyen fuertemente en la energia
superficial del sustrato inicial y pueden cambiar la humectabilidad de las superficies
por su propiedad de auto-ensamblaje a interfases hidrofilicas-hidrofébicas, como
interfaces entre el agua y el aire, el agua y aceite y sustratos solidos. (Opwis y
Gutmann, 2011).

Las HFB-I se han utilizado en la rama de la medicina, debido a que forman
estructuras muy estables y fuertes, pueden actuar como revestimiento de la
superficie de biomateriales tales como materiales quirargicos e implantes médicos,
también se pueden utilizar como surfactantes y emulsionantes en la elaboracion de
alimentos y recuperacion de petréleo, ya que son capaces de formar peliculas en la
interfase que estabilizan las emulsiones, también son capaces de interactuar con
moléculas gaseosas hidréfobas como el CO:z provocando gushing en bebidas
carbonatadas. (Shokribousjein et al., 2011; Rocha-Pino et al., 2018).
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4.2. Materiales y métodos
4.2.1. Extraccion de hidrofobinas

Las HFB-I se extrajeron del EC y de la biomasa. El EC se centrifugé a 10000 rpm a
4 °C durante 10 minutos, posteriormente el sobrenadante se sometié a
electroburbujeo a 300 mA, Este liquido se centrifug6é a 10000 rpm, a 4 °C durante
10 min; el precipitado se solubilizé en acido trifluroacético concentrado, el acido se
evaporo con una corriente de aire. Finalmente se determind la concentracion de
proteina por el método de Bradford. Por otro lado, la biomasa se resuspendioé con
una solucién de Tris-HCI 100 mM pH 9 adicionado con SDS al 2% en agitacion
durante 2 horas, posteriormente se centrifugd esta solucion a 10000 rpm por 15 min,
el precipitado se lavé con agua desionizada hasta retirar el exceso de SDS. El
precipitado se resuspendio en acido formico concentrado y sonicado en un bafio de
hielo, durante 30 segundos, este paso se realiz tres veces, la solucion se centrifugd
a 10000 rpm a 4 °C durante 10 minutos. Al sobrenadante se le adicioné agua
desionizada en relacion 1:1 (v/v), después se adicion6 una solucién fria de NaOH al
50% hasta llegar a un pH de 7, esta solucién se almacené a 4 °C durante 24 horas.
Se centrifugd a 10000 rpm, 4 °C durante 15 min y el pellet se resuspendié en una
solucion de Tris-HCI 100 mM pH 9 para extraer las HFB por electroburbujeo a 300
mA, se detuvo el electroburbujeo hasta que no se produjera mas espuma. Este
liquido se centrifugd a 10000 rpm, a 4 °C durante 10 min; el precipitado se solubilizé
en acido trifluoroacético concentrado, el acido se evapord con una corriente de aire
(Rocha-Pino et al., 2015). Finalmente se determind la concentracion de proteina por
el método de Bradford (Bradford, 1976).
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4.2.2. Identificacion de HFB

La HFB y la muestra después de electroburbujeo se sometieron a SDS-PAGE y se
tind con azul de Coomassie G250. Se determino el Rf de la HFB para conocer su
peso molecular (Anexo 4). La banda se cortd con un bisturi estéril y se traté de
acuerdo con la metodologia por Shevchenko et al., (2006), para su posterior

analisis. La muestra se analizé6 mediante ESI-MS.

4.2.3. Determinacion de la actividad superficial de las hidrofobinas por

medicion del angulo de contacto

La actividad superficial de HFB se evalu6 sobre una superficie hidrofébica (teflon),
el teflon se puso sobre una superficie plana, se enjuagd con agua desionizada y
etanol y se dejé secando durante 16 horas. Sobre las superficies se colocaron 200
ML de una solucion de HFB (50 pg proteina/mL), éstas se dejaron secar por 16
horas. La hidrofobicidad se determiné midiendo el &ngulo de contacto de una gota
de agua (1 L) sobre las superficies muestra, las imagenes se tomaron con un
microscopio con procesador de imagenes y el angulo de contacto se determiné con

el programa ImageJ (version 2.1) (Schneider et al., 2012).

Se empled la siguiente férmula (ecuacion 6) para determinar el angulo de contacto
6=2tan* ) (6)

Donde 6 es el angulo de contacto, h es la altura de la gota y b es la longitud de

contacto.
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4.3. Resultados

Los rendimientos de Ywursmiomasa (%) Se pueden observar en la Figura 4.1,
encontrando un rendimiento 10 veces mayor de HFB-l (5.5 %), obtenida de la
biomasa en comparacion con el rendimiento del EC (0.5 %), porque, se ha reportado
que las HFB tienen afinidad por el micelio, permitiendo que las hifas de los hongos
puedan adherirse a diferentes superficies y por eso su presencia mayoritaria en la
biomasa y no en el extracto crudo (Van Wetter et al., 2000). En el presente estudio
L. lecanii pudo producir las HFB-I para poder captar las burbujas de oxigeno
presentes en el cultivo sumergido; se ha reportado, que su produccion se afecta por
el ambiente en que se desarrolla el hongo, tal como ocurre en los cultivos en estado
sélido, en los que se ha reportado que existe un incremento de la produccién de
hidrofobinas debido a que estas intervienen en la adhesién del hongo al soporte
(Rocha-Pino et al., 2015).

Y HFB / Biomasa (%)
w

.

Biomasa EC

Figura 4. 1 Rendimiento de HFB extraida de la biomasa y del EC.
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En la figura 4.2 se observa el electroforetograma, donde se analizdé la muestra
obtenida después de electroburbujeo (DEB) y posterior al tratamiento con acido
trifluoroacético. Se obtuvo una proteina de masa molecular de ~12 kDa, HFB, que
representa la hidrofobina, este resultado corresponde a las masas moleculares
reportadas para las hidrofobinas de clase I, que van entre 8-15 kDa para los hongos
ascomicetos (Kulkarni et al.,2017). Rocha-Pino et al. (2015), reporta una hidrofobina
de clase | de L. lecanii de 12 kDa obtenida de la biomasa de un cultivo en estado
sélido, donde la hidrofobicidad del soporte indujo la produccion de HFB de diferente
peso molecular, porque al utilizar espuma de poliuretano como soporte, L. lecanii

produjo HFB-I para que el hongo pudiera adherirse al mismo.

kDa M, DEB HFB

250
150

100
75

50
37
25
20

15
10

Figura 4. 2. Electroforetograma de los pasos de purificacion M(marcador), DEB (Después de electroburbujeo).

Al realizar las pruebas de medicién de angulo de contacto sobre las superficies de
teflon y vidrio (Figura 4.3), se pudo observar que las superficies tratadas con
hidrofobinas a una concentracién de 50 ug/mL, lograron reducir el 46% del angulo
de contacto en la superficie de teflon. También se observo que la HFB fue capaz de
modificar una superficie hidrofilica (el vidrio), teniendo un angulo de 17.4° en el

control, después de tratar el vidrio con hidrofobina, se obtuvo un angulo de 31.8°
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(Tabla 4.1). Estos resultados son similares con lo encontrado por Rocha-Pino et al.
(2018), donde se trat6 la superficie de teflon con una concentracion de hidrofobinas
de 50 pyg/mL obteniendo reduccion en el &ngulo de contacto de 50%, esto reafirma
la presencia, obtencion y funcionalidad de la HFB-I de este estudio.

Teflon

Vidrio

Figura 4. 3. Actividad superficial de HFB sobre vidrio y teflén. A) Control-teflon, B) HFB-teflon, C) Control-vidrio
y D) HFB-vidrio.

Tabla 4. 1 Determinacion del angulo de contacto de HFB.

Muestra ® (°) en Vidrio ® (°) en Teflén
Control 17.4+3.1b 132.4 £ 4,12
HFB 31.8+3.72 61.7 + 3.7°

Letras diferentes indican significancia (p<0.05) mediante prueba de comparacion multiple de medias Tukey.
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4.3.1. Identificacion de HFB

Al identificar y secuenciar las masas monoisotopicas obtenidas del ESI-MS de la
HFB de L. lecanii (Tabla 4.2) se encontraron péptidos idénticos a la HFB de
Neosartorya fumigata denominada ASPFU, los péptidos marcados en negrita son
los péptidos de HFB de L. lecanii que mostraron similitud en la secuencia de ASPFU
(Tabla 4.3). Estos datos representan el 22% de la cobertura de la secuencia proteica
de ASPFU, Los péptidos de la HFB identificados en ASPFU con masa
monoisotdpica de 250.1 y 1269.5 concuerdan con lo reportado, en donde se ha
establecido que las hidrofobinas son proteinas que presentan regiones conservadas
con cisteina distribuidas en la secuencia (Kulkarni, Nene y Joshi, 2017 y Vereman
et al., 2019).

Tabla 4. 2. Relacion m/z monoisotdpica de la HFB de L. lecanii obtenidas del ESI-MS

Relacion m/z monoisotdpica

Experimental Tedrica Secuencia
250.1 250.1 CK
576.3 576.2 QATEK
630.3 630.3 GNANVR
1130.6 1130.6 FPVPDDITVK
1269.5 1269.5 CGDQAQLSCCNK
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Tabla 4. 3. Secuencia de aminoacidos de ASPFU, las letras marcadas en negrita son los péptidos de HFB
gue muestran identidad con la secuencia de ASPFU

1 MKFSLSAAVL AFAVSVAALP QHDVNAAGNG VGNKGNANVR FPVPDDITVK
51 QATEKCGDQA QLSCCNKATY AGDVTDIDEG  ILAGTLKNLI GGGSGTEGLG
101 LFNQCSKLDL  QIPVIGIPIQ ALVNQKCKQN IACCQNSPSD  ASGSLIGLGL

151 PCIALGSIL
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4.4. Conclusiones

1. Se logré purificar una hidrofobina a partir de la biomasa del cultivo sumergido
de L. lecanii, con masa molecular de ~12 kDa, también fue capaz de modificar
una superficie hidrofébica a hidrofilica y viceversa.

2. De la hidrofobina obtenida de la biomasa se logré identificar y secuenciar sus
péptidos, que presentaron identidad en su secuencia de aminoacidos en 22%

con la hidrofobina de Neosartorya fumigata.
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5.

Conclusiones generales

Se purificaron e identificaron la Hex (50 kDa) y una HFB (12 kDa) a partir de
cultivo sumergido de L. lecanii presentando similitudes con R. oligosporus y N.
fumigata respectivamente.

Las condiciones 6ptimas de Hex para la hidrélisis es de pH 6 y 37 °C en tanto
gue la TGA es favorecida a pH alcalino pero siendo la ideal a pH 7 y temperaturas
menores a 50 °C.

La TGA de Hex produce oligosacaridos con DP entre 2 a 3 con sustratos
acetilados y DP de 6 con desacetilados.

El DC corroboré que la Hex no sufre cambios conformacionales considerables

para llevar acabo TGA o hidrdlisis.
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6. Perspectivas

Purificar otras enzimas producidas en el cultivo sumergido, como lipasas y
endoquitinasas.

Purificar y caracterizar las hidrofobinas de clase II.

Evaluar los oligosacaridos producidos por Hex a partir de la TGA, para el
campo biomédico.

Realizar estudios en la modificacién de los aminoacidos (acidos aspartico y
glutamico) del sitio activo para favorecer la TGA.

Evaluar a Hex a diferentes velocidades de calentamiento para determinar si
el proceso de desnaturalizacion se lleva a cabo bajo un control cinético.
Estudio de la desnaturalizacion térmica de la Hex por dicroismo circular y
calorimetria diferencial de barrido, para determinar el mecanismo de
despegamiento de Hex y poder establecer la presencia de un intermediario y

de dominios termodinamica.
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N-acetylglucosaminidase produced from Lecanicillium lecanii on submerged culture displayed hydrolytic and
transglyoosyl ation activities. The highest spedfic activity for the enzyme was 1.87 U/mg after 120 h of culture.
The chromatographic purification for asingle protein fraction showed a molecular weightof 50.4 kDa and hydro-
Iytic N-acetylglucosaminidase activity of 17.59 U/mg at 37 “C and pH 6. This enzyme was able to transgl ycosylate
and to synthesze olignsaccharides from 2 to 6 units with a degree of acetylation between 100 and 26% employing
glucose, mannose, N-acetyl-D-glucosamine and N-acetyl D-lactosamine as donor substrates. Optimal conditons
of temperature and pH were determined for both types of enzymatic activities.

1. Introduction

Chitin is an abundant biopolymer in nature, which is composed by
D-glucosamine and N-acetyl-D-glucosamine (GleNAc) units with (-
1, 4-glycosidic bonds. This biopolymer is a structural component in the
cell wall of fungi, crustacean and insect exoskeletons [1]. Chitinolytic
enzymes hydrolyze chitin and are classified in chitinases and [3-N-
acetvlglucosaminidases (Hex ). The chitinases display endochitinase ac-
tivity (EC 3.2.1.1.4) that randomly cleave the chitin chain, and
exochitinase (EC 32.1.14) at the non-reducing chain ends, thus releas-
ing N, N-diacetyl-glucosamine {chitobiose). On the other hand the
exo-type f-N-acetylglucosaminidase, chitobiase and Hex (EC 3.2.1.52),
splits non-reducing GleNAc residues from oligosaccharides releasing
GCleNAc and they also can hydrolyze chitobiose to CleMAc [2]. These en-
zymes are present in many organisms, such as the filamentous fungi,
which produce chitinases for their physiological functions related to
growth and nutrition. Additionally, the chitinolytic enzymes play an im-
portant role in antagonism of chitinous organisms [2,3]. Among the
studied fungi to produce these enzymes, Lecanicillium lecanii has proven
high efficacy as chitinase producer for chitin assimilation when it was
added as the sole carbon source during growth in solid-state and sub-
merged cultures [4]. The crude enzyme from L lecanii submerged cul-
ture with chitin medium contains chitinases and Hex [5], which are
successfully applied for the production of chitin oligosaccharides from
ultrasonicated, steam-exploded and compressed fluid pre-treated chi-
tins [6,7].

* Cormesponding author
E-mnil adetress: sm b xanumouarmomx (K. Shirai).
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Motewaorthy, the oligosaccharides produced by enzy matic hydrolysis
have advantages over chemical or physical depolymerizations, aiming
to the best control of the hydrolytic reaction in an environmentally
friendly process [8].The non-enzymatic routes to oligosaccharides ren-
der mixtures of heterogeneous molar mass distrbutions which chal-
lenges the identification of which oligosaccharide has the targeted
bioactivity. Other key aspects to take into account in the chitin oligosac-
charides are the degrees of acetylation (DA), polymerization (DP) and
the N-acetvlation patterns, These with high DAs display specific biolog-
ical activities such as anti-angiogenic [9]. Other works established that
chitin oligosaccharides with three to five DP and 100% DA are biclogical
signals to activate the mechanism of protection and induction to the for-
mation of nodules in plants [ 10). On the other hand, deacetylated and
re-acetylated hexamers induce the release of interle ukin-8, which is
an activator of polymorphonuclear cells [1]. Chitosan and chitin oligo-
saccharides with DP of 2 to 8 have anti-tumor and anti-inflammatory
properties as they are able to induce apoptosis and to inhibit the cyclo-
oxygenase activity, thereby stimulating the production of prostaglan-
dins [11]. Last but not least, the oligosaccharides with less than ten
muonomers are readily soluble in water which enhances their bioactivity
compared to their biopolymer precursors [8].

However, despite the advantages of the enzymatic approaches for
bioactive oligosaccharides production, currently, the commercialization
is shackled by chemical routes. Another area of opportunity is the use of
the chitinases for transglycosylation (TG ) by transferring an oligosac-
charide to a suitable acceptor to form a new glycosidic bond. The
tailor-made oligosaccharide swith a specific DA and DP are synthesized
with key characteristics for further biological applications [12,13]. In
spite of several advantages of the synthesis of oligosaccharides via
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enzymatic reaction, such as the control of the molecular weight distri-
butions and DA, there are scarce reports of fungal chitinolytic enzymes
with TG activity (TGA). TGA was discussed by Zhang et al. as plausible
explanation of the dual nature of two chitinases from the thermophilic
fungus Thermomyces lanuginosus with exo- and endochitinase activities
based on the reaction products [14]. Therefore, this study is first to re-
porit to the bestof our knowledge the prod uction, purification, and char-
acterization of a Hex from L. lecanii with TGA. Furthermore, the
conditions for the synthesis of chitin oligosaccharides and hydrolytic ac-
tivities are discussed.

2. Materials and methods
2.1. Microorganism and culture medium

Lecanicillium lecanii strain ATCC 26854 was grown on potato dex-
trose agar (PDA) at 28 "C. A spore suspension from cultures in PDA
was obtained by mechanical agitation with a solution of Tween 80
(0.01% w/v). The submerged culture was carried out in a 3 L bioreactor
(Applikon BV, Netherlands) using modified Czapeck culture medium
at pH 6, inoculated with 107 spores/mL, 100 rpm of agitation, 1 vvm of
aeration, and incubated at 25 °C for 144 h. Composition of modified
Czapeck culture mediumwas (g/L): colloidal raw chitin with 10% of re-
sidual protein (10), NaNO4 (3.73), Na;HPO, (3.0), MgS0, (0.5), KCL
(0.5), and FeS0, (0.096). Samples of 50 mL were taken every 24 h
from submerged culture. Then, the biomass and crude enzyme (CE)
were separated by centrifugation at 8000 rpm at 4 °C for 10 min
(Thermo Scientific, Legend XTR, Waltham, Massachusetts, USA).

22, Hwdrolytic activity and protein content

Hex activity and protein soluble concentration were determined in
CE. Hex activity was carried out as followed: 200 L of CE added to
200 pL of 0.2 M citrate/phosphate buffer pH 5.6, and 200 pL of p-
nitrophenyl-3-N-acetylglucosamine used as the substrate. An enzy-
matic unit was defined as the amount of enzyme that releases 1 umol
of p-nitrophe nol per minute [ 15]. The protein soluble was determined
by the Lowry method modified by Peterson [ 16].

23, SDS-PAGE and zymograms

CE and protein fractions obtained from each step of purification
were subjected to electrophoresis analysis with one-dimensional acryl-
amide gels under denaturing conditions (SD5-PAGE). A broad range
SDS-PAGE molecular weight (M, ) standards was used as a reference,
and gels stained by silver staining kit ( Bio-Rad, Hercules USA). Gels
were analyzed with the Image] 1.410 software (National Institutes of
Health, USA). Zymograms were performed with acrylamide gels with
added 4-methylumbelliferyl N-acetyl-glucosaminide as a substrate
and sampled under a non-denaturing condition to determine the
chitinolytic activity of each step of purification. Enzymatic activity was
visualized as fluorescent zones within a dark homogeneous background
under ultraviolet illumination (Bio-rad UV Transilluminator 2000) [15].

2.4, Enzymatic purification

CE was precipitated by adding ammonium sulfate at 60% saturation
and subsequently centrifuged at 14,000 rpm, 4 °C for 45 min. The pellet
was solubilized in 0.05 M Tris-HCI buffer with added 0.15 M NaCl at
pH 7.8. Then, the soluble fraction was loaded into a molecular size ex-
clusion column (SEC) HiPrepTM 26/60 Sephacryl™ 5-100 (GE
Healthcare, Chicago, lllinois USA) and elution was carried out under
an isocratic flow of 1.3 mL/min with the same buffer [G]. Fractions
with the highest hydrolytic Hex activity from SEC were subjected to
an exchange of buffer to Tris-HCl 30 mM pH 7.8 using a 10 kDa mem-
brane (Amicon, Dublin Ireland ), then it was injected into an anionic
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exchange column (AEC) DEAE Sepharose (Bio-Rad). The elution was
carried out with a buffer of Tris-HCl 30 mM pH 7.8 with added NaCl
1 Min a gradient from 0 to 100% Moreover, chromatography was per-
formed inan FPLC (AKTA, GE Healthcare, Stockholm Sweden). Addition-
ally, fractions of each purification step were analyzed by hydrolytic Hex
activity assay, determination of My, and zymogram (Sections 2.2 and
2.3), and soluble protein content by Bradford method [17].

2.5, Characterization of the Hex

25.1. Determination of optimal pH and temperature of hydrolytic activity

The purified enzymatic fraction was characterized to determine an
optimal pH at range from 4 to 11 and temperature of Hex activity
from 7 to 37 °C. The hydrolytic activities were tested according to
Section 2.2,

252 Determination of optimal pH and temperature of TGA

TGA determination was carried out by using 4-methylumbelliferyl
N-acetyl-glucosaminide as acceptor substrate and N-acetyl-D-
Lactosamine (Malac), mannose (Man), glucose (Glu) or GlcMAc as a
donor substrate. 50 pl of the enzyme (concentration 50 pg/mL) was
added t 50 pL of 4-methylumbelliferyl N-acetyl-glucosaminide
(1 mM), and 50 pL of a donor substrate (0.4 mM) in 50 pL citrate/phos-
phate buffer 0.2 M in arange of pH from 4 to 11 at 37 "C. After aliquots of
10 pL were taken at defined times (0.3, 06, 1 and 1.3 h), 200 L of gly-
cine buffer (150 mM ) at pH 10.5 was added. Fluorescence was deter-
mined using an excitation wavelength of 355 nm and an emission
wavelength of 460 nm in a multimode micro-plate reader (Tecan
M1000 PRO, Minnedorf Switzerland) [12].

The rate of increase in fluorescence through time when products of
TGA were at low concentrations at time near zero was d efined as the ini-
tial velocity (V). Vp was estimated by linear regression as the slope of
the curve considering that the reverse reaction was insignificant for
each pH, reaction temperature, and glycosyl donor.

The maximum production of fluorescence (FU,,,,,) was estimated by
adjusting TGA data with the Gompertz model (Eg. 1) with the donor
substrates.

FU = FU exp(—bexp‘l*’") (1)

where FU is Fluorescence units in time (t — =); kis the reaction rate
(h™"): b is a non-biological parameter related to the initial cond itions
of reaction (when t = 0, then X = FU,, 4 ). The yields of TGA (FU/mol )
were calculated from the estimated FU,,, and the concentration of the
glycosyl acceptor.

The determination of the activation energies ( E;) of TGA of the puri-
fied enzyme with the glycosyl donors NaLac and GlcNAcwere estimated
by the Arrhenius equation (Eq. 2) using Vp.

Ea
Vo=Aexp RT 2)

where Ais afrequency factor; Ris the gasconstant, 83145 k]~ 'mol ™ T
is the absolute temperature in Kelvin.

2.6. Characterization of chitin oligosaccharides

2.6.1. Thin-layer chromatography (TLC)

The products obtained from the TGA were analyzed by a thin layer
chromatography using a silica gel plate ( Merck HX745188, USA) and a
mobile phase of methanol/water (7:5). Spots were developed by apply-
ing a solution of silver nitrate (3 g) and acetone (500 mL), and then it
was dried at room temperature, and a solution of 50 mL of NaOH 10 N
in 450 mL of ethanol added [18].

'
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Table 1

Typical purification stepwise of Hex from L lecanii produced in submerged culture at pH6 and 25 °C
Purification step Volume (mL} Total protein (mg) Total activity (U) Specific activity (U/mg) Purification factor Recovery (%)
(o3 1600 15873 4 0.001 27255 4 0.003 1.71 + 003 1 100
(NH }2504 salting out 50 19.50 + 0.004 23581 = 0.001 1209 + 04 71 86.51
Sephacryl S-100 SEC 20 13.04 + 0.002 17140 + 0.1 5429 + 1 37 62.88
DEAE-Sepharose AEC 7 791 + 0.0004 10767 + 0.009 8230 + 26 48.12 39.50

2.6.2. MALDI-TOF analysis of the products obtained by TGA

TGA products obtained with different donor substrates, pH (6-8)
and reaction times (1.3 and 96 h) were analyzed by MALDI-TOF. 5 uL
of TGA products were mixed with 5 uL of methanol/water (1:1% v/v),
then 0.5 (L of this solution was mixed with 2 L of the matrix (sinapinic
acid 25 g/L in acetonitrile with 0.1% v/v trifluoroacetic acid). Spectra
were obtained using a MALDI-TOF/TOF ( Applied Biosystems 4800 plus
Analyzer, Ontario Canada) equipped with a laser from 35 nm to
355 nm, and the analysis was carried out at 6500 mV in reflection
mode [6]. Data of mass/charge (m/z) and intensity ion were used to de-
termine the degree of polymerization (DP) and acetylation (DA), re-
spectively. DA was calculated with Eq. 3.

37 DAW(%) x (1)

DA(%) = ‘T‘_ 3)

where DA (%) is the average percentage of acetylation of the prod-
ucts obtained; DAy, (%) is the theoretical DA value deduced from the
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Fig. 1. SDS-PAGE electrophoresis of purified Hex from L. lecanii by elution in DEAE
Sepharaose through anionic exchange chromatography and protein marker (M).

DxAy structure (D, for GlcN, and A, for GlcNAc) of the corresponding
oligomer determined by MALDI-TOF, and /is ion intensity [19].

3. Results and discussion
3.1. Production and purification of Hex

L. lecanii was able to produce Hex after 72 h in a submerged culture
with added chitin as sole carbon source. The maximum specific Hex ac-
tivity was determined at 120 h of culture (1.87 U/mg) without signifi-
cant differences compared to that at 144 h (1.71 U/mg)
(Supplementary data 1). The nitrogen source in a culture media plays
a relevant role in chitinases production as reported by Kumar et al.
[20] using ammonium chloride and yeast extract to favor the produc-
tion of chitinases by the thermophilic fungus Humicola grisea in sub-
merged culture. However, the present study demonstrates that NaNO;
and unpurified chitin as nitrogen sources sustain the fungal growth.

20

A

Hex (U/mg protein)
=) @

o
L

Temperature (°C)

10 11 12 13

Fig. 2 Effect of temperature (A) and pH ( B) of hydrolytic specific activity of purified Hex
from L lecanit
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According to a previous work | 7], the content of residual protein in
unpurified chitin ( 15%) favored the production of neutral protease ac-
tivity in a L. lecanii submerged culture, which in turn reduced the Hex
activity. However, itis worth to note that the unpurified chitin in this
study presented residual protein (10%), which affected the production
of proteases as they were not detected throughout the fermentation.
This was beneficial for chitinases production because it did not reduce
the Hex activity (Supplementary data 1), and also this aided further
purification.

Table 1 summarizes the purification steps for Hex, where salt satura-
tion of 60% was enough to precipitate almost all Hex in CE, with 86.5%
recovery, while the remaining enzyme (ca.15%) was precipitated up to
90% of saturation. The salting out in ammonium sulfate with saturation
of 80% has been reported for chitinases purification from crude enzyme
of L. muscarium as a preliminary fractionation to remove some contarm-
inants, such as polysaccharides [21]. A 60% salt concentration instead of
90% remitted the possible interferences caused by strong or irreversible
interactions during precipitation, which reduces costs. Later on, SEC
gave the presence of a single peak with Hex activity, which was assigned
to the fractions 17 to 20. The enzyme recovery was 62,9%, thus the spe-
cific activity increased 5-fold (Table 1). According to the electrophoretic
analysis, SEC fractions with Hex activities showed My, of 25.2, 34.5, 50.4
and 72.3 kDa (Supplementary data 2). In previous works, Rocha-Pino
etal. [5]reported that L. lecaniiin a submerged culture with added chitin
(30 g/L) produced [*-N-acetylglucosaminidases with My, of 61, 80, 96
and 111 kDa. As well, Villa-Lerma et al. [6] reported two bands with
38 kDa and 50 kDa after SEC of crude enzyme of L. lecanii in submerged
culture, In another related study, a chitinolytic enzymatic complex of L.
muscarium strain CCFEE 5003 was comprised of at least seven enzymes,
two of these chitinases presented [-N-acetylglucosaminid ase activities
and they were identified as CHI1 and CHI2 with My, of 61 and 25 kDa,
respectively [21].

Several extracellular chitinases have been isolated such as that of As-
pergillus griseoaurantiocus produced in solid state fermentation [22] or
the isoforms of endo--N-acetylzlucosaminidase, which were isolated
from fruiting bodies of the basidiomycete Flammulina velutipes
employing five-steps of purification [23). While for intracellular
chitosanases of Mucor circinelloides, a suitable detergent extraction
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required only two purification steps [24]. In this work, L. lecanii pro-
duced extracellular chitinases, which were isolated ina three-step puri-
fication process. The purification factor and recovery of Hex in fractions
14 to 19 obtained by AEC were 48.1 and 39.5%, repectively, with a total
specific activity of 82.3 U/mg (Table 1). Hex activities in these fractions
were confirmed in zymograms (Supplementary data 3). The purifica-
tion procedure was succesfully carried out since AEC led to the isclation
of a single protein band of 504 kDa (Fg 1).

32, Determination of eptimal tempenature and pH for hydrolytic activity

L. lecanii is adapted for growing at low temperatures (0 “C), and
therefore, its enzymes are cold-resisting. A similar fungus, the L
muscarium (formerly Verticillium lecanii) isolated in Continental
Antarctica by Barghini et al. [21] produced two N-acetyl-hexosamini-
dases, CHI1 and CHIZ displaying their highest activity at 45 "C and
40 °C, respectively. However, at 5 °C, the latter remained 35% active
and the former maintained 50% of Hex activity. In the present study,
the strain produced a hydrolytic Hex with a maximum activity at
37 "C(17.59 U/mg). At 17 °C the activity was reduced to 70%, whereas
above 47 °C had low hydrolytic activity (Fig. 24).

The pH 6 rendered the maximum hydrolytic activity
(16.71 U/mg), while the Hex activities were reduced to 25.9 and
73.3% for pH 4 and 5, respectively. There was a steep decline of activ-
ity followed by the shift from 6 to 7, and no hydrolytic activity above
pH 9 (Fig. 2B). This indicates that basic pH had less influence in the
activity, which might be attributed to the ionic changes of amino
acids in the enzyme active site, thereby disrupting the enzyme-
substrate complex [25]. Nguyen et al. [26] reported similar results
as they obtained the highest relative chitinase activity of a purified
enzyme from L. lecanii at pH 6, while an increase in pH up to 7.5 re-
duced the relative hydrolytic activities. The entomopathogenic
fungi usually produced chitinolytic enzymes with high activity at
the pH of the infection site in insects, which is between 6 and 8. How-
ever, there are other chitinases with optimal activity with pH 3 or 5
[26-29). In this regard, Barghini and co-workers [21] reported CHI1
and CHI2 chitinases from L muscarium with N-acetylhexosaminidase
activities at pH 5.5 and 4.5, respectively.

Table 2
Degrees of palymerization (DP) and acety lation (DA} of chitin oligosaccharides obtained by TGA of Hex from L lecand at 37 *Cowith the estimated maximum fuorescence production
[FU ) and yiekd.
Time ol reaction (h) Donor substrate pH ol raction DA (%) DP [units) Fliya® (FUY Significance level® Yield of TGA®™ (FU/mol}
1.3 Gl <] 58.25 46 109029 0.000 21.81
7 52.50 137821 0.000 2756
8 5439 134730 0.009 2695
Man 4] 56.96 35 96190 0.0000 1924
7 60.36 141166 0.000 2823
8 57.92 104888 0.000 2098
MaLlac <] 66.BG 4-5 26970 0.0000 539
7 67.40 121163 0.000 2423
8 68.27 36080 0.0000 722
GleNAe <] 100.00 24 64481 0.0000 1290
7 100.00 141453 0.002 2829
8 100.00 71745 0.0000 1435
<] 2132 542605 0.000 108.52
Glu 7 26.05 4-6 24,366.12 0.00 48732
8 2590 1117718 0.00 22354
Man <] 36.04 35 39075 0.000 Ta62
7 508 191079 0.00 23822
% 8 50.44 B49167 0.000 16983
MaLac <] 68.59 4-5 T4E349 0.000 14967
7 T0.98 0912320 0.00 41825
g 69.B6 132198 0.00 22644
GleNAC <] 100.00 24 282120 0.00 25642
7 100.00 B4ZTAG 0.00 J6ESS
8 100.00 343559 0.00 268.71

B AU g wais estimated by the Gompertz model (R? = 0.95) from the experimental data (FU) at different pH of reaction and glyeo syl denors.
® Yields of TGA was caleulated from the FUmax and the concentration of the glyeosyl acceptor.
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3.3 Effect of pH on TGA

According to Kohr and co-workers [25], the Hex from Bacillus
circulans lost its hydrolytic activity because the glutamic or aspartic
acid was deprotonated under basic conditions (pH 8 to 11), concomi-
tantly, they were enabled as an acid catalyst. Herein, the neutral pH in-
creased TGA that suggests a high sensibility of the enzyme to ionization
when pH increased to 7. This inhibited the hydrolytic activity (optimal
pH 6), and it promoted TGAs with all donor substrates tested between
pH 6 and 8 (Table 2). On the other hand, the Hex presented low V, at
pH 4 and 5, whereas from 10 to 12 the activity was significantly reduced
(Fig. 3, Supplementary data4). FU,,, estimated by the Gompe rtz model
from FU data pointed out the highest at pH 7 with 1378.21, 1211.63,
1411.66 and 1414.53 FU for Glu, NaLac, Man, and GleNAc, respectively.
Comparatively to pH 7, the FU,., at pH 6 for Glu, Man, NalLac, and
GleNAc substrates decreased 21%, 32%, 78% and 54%, respectively. Simi-
larly at pH 8, TGAs were reduced with Glu, Man, NalLac, and GlcMNAc 2%,
26%, 70% and 49%, respectively (Table 2). TGA increased with the reac-
tion time of 120 h. The time courses prod uction of FU by TGA reached
the plateau after 72 h, indicating a plausible by-product inhibition on
the enzyme active site [30,31] (Supplementary data 5). At pH 7 and
96 h, FUpqs were higher in 94%, 88%, 94% and 92% at pH 7 for Glu,
NalLac, Man, and GlcMAc, respectively, than those estimated at 1.3 h
(Table 2).

The TGA yields considering the FU,,,, and the amount of glycosyl ac-
ceptor are presented in Table 2. The highest yield was determined with
Glu followed by NaLac and GleNAc atpH 7 and 96 h, whereas the lowest
was for Man. According to the study camried out by Tomabechi and co-

workers [32), the pimary and secondary hydroxyl groups of the carbo-
hydrate of the 1,3-diol structure were essential for recognition signal of
the TGA of Mucor hiemalis Endo-{3-N-acetylglucosaminidase and it also
required an equatorial C-4 hydroxyl group for transglycosylate.

TGA occured when the oxygzen of glycosidic bond becomes proton-
ated by the carboxylic acid of an aspartic acid, which promoted the for-
mation of oxazolinium by nucleophilic reaction with the carbony! of the

14 A —&— Malac _
—o— GichAc
12 4
10 4
Z 8 _
=
5
4
2.
0(r‘ T T T T T T T T T T
o 7T AT 20 2 2T X 3 42 4T &

Temperature (°C)

Fig. 4 Effect ol tamperature oninitial velocity of TGA of Hex from L [ecaniiudng Nalac and
GleNAc as donor substrates.
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amide group [25]. The mechanism of hydrolysis of chitinases also in-
volved the formation of an oxazolinium ion intermediate with the nu-
cleophilic N-acetamide group of the substrate. After that, the
oxazolinium ion was attacked by a water molecule to render the hydro-
lysis products, The donor substrates outcompeted with the water mole-
cule to form the glycosidic bond between donor and acceptor sugar
molecules [33]. TGA of Hex reported in this study represented the over-
all FU of hydrolysis and TG activities when the reaction reached the pla-
teau (Supplementary data 5). The TGA of bacterial chitinases often
reguires a GleNAc in a position — 2 for recognition and it could not hy-
drolyze 4-methylumbelliferyl N-acetyl-glucosaminide, and instead, it
carried out the bonding of saccharide donor [12,13]. Noteworthy, in
this study, the Hex produced less overall FU (24,366.12 after 96 h)
than that obtained by chitinases from Bacillus sp. with high TGA (ca.
100,000 FU) and low hydrolytic activity [12]. TGA from native Hex in
this study was in the same order of magnitude with 90,000 overall FU
than that from mutated strain of Streptomyces griseus with inactivated
hydrolytic activity [34]. Therefore, the reports established enhanced
TGA when the hydrolytic activity is low or absent. Other examples
were the endochitinase of Serratia proteamaculans that presen ted signif-
icant TGA on trimer to hexamer substrates to produce up to DP 13 oligo-
saccharides, due to its low hydrolytic activity [35]. Aronson et al. [31]
reported that Serratia marcescens produced chitinases with enhanced
TGA after mutation of tryptophan to alanine in the chitin-binding cleft
that could use GlcNAc in position — 1. Additionally, the saccharide ac-
ceptor also varied with the enzyme as for the fungal Endo-p3-N-
acetylglucosaminidase from Aammiuling velutipes that transglycosylated
glycoasparagine to Glu, but did not present TGA on galactose [23].

34. Determination of E, of Hex from L. lecanii with TGA

The effect of temperature on TGA was studied and the highest pro-
duction of fluorescence was obtained at 37 °C with 922.7 4+ 2.5 FU
and 1037 + 2 FU, whereas the lowest was at 7 “C with only 201 + 1.5
for NaLac and GleNAc, respectively (Supplementary data 6). It is worth
noting that TGA for both substrates, Nalacand GlcNAc, showed a reduc-
tion of FU at 57 “C, which indicated an effect of deactivation by denatur-
ation of the enzyme. Therefore, only the results from 7 to 47 "C were
used for the determination of Vi, which was the slope of the curve at
the beginning of the reaction { Supplementary data 6, Fig. 4). The E, of
TGA estimated by Arrhenius was 5447 k]/mol and 46.36 kJ/mol for
Nalacand GlcNAc, respectively (Supplementary data 6). The differences
on E, relied not only on the substrates but also on the activity, as E, of
TGA was lower than that for hydrolysis, as reported elsewhere with
modified enzymes of Bacillus circulans by site-directed mutagenesis
[26].

3.5. Determination of DP of oligomers by MALDI-TOF spectrometry

Fig. 5 shows the reaction products of TGA at several pHs and donor
substrates analyzed by MALDI-TOF. Noteworthy, TGA was detected
with Glu, Man, NaLac, and GlcNAc. Glu as donor produced oligomers
of DP of 2, 3, 4, and 5. The peaks with the highest intensities were
those with [DP4 + Na|*atpH 7, [DP3 + Na]* atpH 8, and [DF2 + Na|*
at pH G, while the lowest intensities were for oligomers of [DP3]" and
|DPS]™ for all pHs. TGA using Man produced oligomers between DP of
2 and 5 with the highest intensities for [DP3 + Na]* at pH 7 and
[DP4 + Ma) * at pH 6and 8 TGAwith NaLac rendered 3 and 5 DP olig-
omers, therein, [DP3 + Na]* was present in all pHs. GlcNAc produced
oligomers of 2 and 3 with the highest intensities for [DP2]* and
[DP2 + Na]*.

DFP was affected by the reaction time as the increase from 1.3 to 96 h
incremented the intensity of peaks assigned to oligomers for each

substrate without correlation to the pHs (Fig. 5 and Table 2). The TGA
for Glu at pH 6, 7, and 8 showed DP of 5 and 6 with a high abundance
of [DP4 + Na)™. Man with pH 6 produced oligomers with DP of 4 and
5, where the highest abundance was for [DP4 4+ Na]*, and also in-
creased for [DP5] and [DP5 + Na]*. Nalac with reaction pH of 6, 7,
and 8 produced oligomers of 3, 4, and 5, with the highest intensities
for [DP3 + Na]+, [DPS]", and [DPS + Na]™*. TGA using GlcNAc pro-
duced oligomers of 2, 3, and 4 at pH 6, 7, and 8 with the highest inten-
sities for [DF2 + Ma|™ and [DP3]*.

The oligomers by chitinolytic enzymes with TGA have been reported
inseveral microorganisms. In thisregard, Liet al. [12] studied a chitinase
from 5. marcescens that transformed different donor substrates to oligo-
mers, However, the enzyme was not able to recognize the hydroxyl
group of the Manin position — 2. In the present study, Hex polymerized
Man to produce oligomers with DP of 5. The enzyme recognized Glu,
GleNAg, and Nalac as donor substrates for TGA Glu and Man produced
tetraoligomers with low acetylation degree as well as homologs tetra-
mers with a DA of 25% and 50%, while pentamer and hexamer showed
DA of 50 and 60%, respectively. NaLac produced oligosaccharides of DP
of 4and 5, and the tetramer had GlcNAc; and a homolog with GleNAcs.
In the first case, the molecule was assigned to the polymerization be-
tween NaLac and 2 units. It is worth to note that GlcMNAc produced oligo-
saccharides with DP of 4 and 100% DA, while with other substrates, it
was capable of producing partially deacetylated oligosaccharides with
DP of 6 ( Supplementary data 7).

Hex displayed an affinity for several donor substrates, acetylated or
fully deacetylated. However, Hex produced oligosaccharides with DP
between 2 and 6 with different DA (25 to 100%) but was unable to syn-
thesize oligosaccharides with DP higher than 6. A plausible explanation
for TGA inhibition might be that the oligosaccharides bound to anamino
acid of the enzyme active site. This is in agreement to Chen et al. [36]
who observed that the fully deacetylated oligosaccharides with DP be-
tween 2 and 7 bound to the glutamic acid present in the active site of
the chitinase of the insect Ostrinia furnacalis.

According to Madhuprakash et al. [37], the fully deacetylated oligo-
mers (GlcMN )5 and (GlcN), did not inhibit the hydrolysis and TGA of
chitinase D from Serratia proteamaculans, thus showing that the
chitinase belonged to family G18 and a TGA that promoted high DA olig-
omers production.

TGA after 13 h of reaction produced oligomers with 58.2, 60.4 and
68.3% DA for Glu, Man, and Nalac, respectively (Table 2). Reduction of
DA was observed for almost all substrates when reaction time TGA in-
creased until 96 h. Glu was the most affected with 26% DA, followed
by Man and MaLac (Fig. 5E F, and H). Concomitantly with the reaction
time, it also increased the bonding of units of the substrate and it re-
duced the acerylated groups. Therefore, prod ucts with null DA were re-
lared to Glu and Man. In contrast, GlcNAc was an acetylated substrate
and its products of TGA showed 100% DA for any reaction time owing
to the similar acetyl group to monomer unit ratio for all products
{Fig. 5; Table 2).

Glu, Man, GlcMAc, and NaLac observed in lanes 1,2, 3 and 4 and their
products in TL chromatogram (Supplementary data 8). The Ry of Man,
Glu and GlcNAc were 0.83, and that for NaLac was 0.78. TGA products
showed different bands with Ryof 0.71, 058, and 0.12. TGA products
from Man and Glu showed bands at 0.59 and 0.71 R, assigned to oligo-
mers with 2 and 3 DP with low concentration, and bands at 0.12 Rf with
high intensity for all pHs. TGA products of NaLac and GlcNAc showed
higher intensity bands with R;of 0.71 than that of 0.58 R; assigned to
oligomers with 3 DP.

TLC proved that Hex conducted TGA using substrates with DP be-
tween 1 and 2 to synthesize new oligosaccharides with DP between 2
and 6.Inthis study, the production of oligomers with DP 5 and 6 was ob-
tained after 96 h of reaction. However, it was shown that Hex could

Fig. 5. MALDETOF spedtra af TGA product s obtained by Hex from L lecanii at 37 °C after 1.3 h: A)Glu, pHG: B) Man, pH 7; C) NaLac pH 8; D) GleNAc, pH 7; and after 96 h: E) Glu, pH 7:

F} Man, pH 8: G) Nalac pH 7: H) GleNAe, pH 7.
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produce oligosaccharides with higher DP in a short reaction time by ge-
netic modification of the chitinases that favored the oligosaccharides
production by TGA [36].

4. Conclusion

Hex from L. lecanii showed Mw 50.4 kDa and hydrolytic as wellas TG
activities, TGA produced oligosaccharides with DP between 2 and 5 with
different substrates, Hex with TGA had the highest affinity with GleNAc,
which was corroborated with the lowest activation energy. The pro-
duced Hex allowed transglycosylation towards the production of
novel polysaccharide structures.
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9. Anexos

Anexo 1. Curva patrén de p-nitrofenol para la determinacion de actividad Hex
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Anexo 1. Curva patrén de p-nitrofenol para la determinacion de Hex (Tronsmo y Harman, 1993)
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Anexo 2. Metodologia para determinacion de proteina por Lowry - Peterson y
curva patron de seroalbumina

Reactivo A

A) Solucidén de carbonato de sodio tartrato de potasio: Se disolvieron 25 g de
carbonato de sodio, 0.25 g de sulfato de cobre pentahidratado, 0.5 g de tartrato de

sodio y potasio en 250 ml de agua destilada.

B) Solucion de dodecil sulfato de sodio (SDS): 25g de SDS fueron disueltos en 250
ml de agua destilada.

C) Solucién de hidroxido de sodio: Se disolvieron 8g de NaOH en 250 ml de agua

destilada. Se mezclan las soluciones A, B y C aforandose con agua destilada a 1L.
Reactivo B

Se diluyeron 1:1 el reactivo fenol Folin-Ciocaltieu con agua destilada, este debe

prepararse en el momento del andlisis.
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El método consistié en la adicion de 1mL de reactivo de Lowry A a un 1mL de
muestra previamente centrifugada (8,000 rpm por 5 minutos), se mezclaron y se
incubaron por 10 min a 25°C, posteriormente se afadieron 0.5 mL de reactivo B
(Fenol- Folin Ciocalteu en proporcion 1:1 con agua desionizada), se agitoé e incub6

por 30 min a 25°C se determind la absorbencia a 750 nm.
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Anexo 2. Curva patrén para la determinacion de proteina por Lowry-Peterson (Peterson, 1977).
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Anexo 3. Determinacion de proteina por el método de Bradford.

Se realizé de acuerdo con lo reportado por Bradford, (1976), 160 uL de muestra se
mezclaron con 40 pL del reactivo de Bradford concentrado (Bio-Rad, numero de
catalogo 500-0006), se incub6 durante 5 min a temperatura ambiente y se midio la
absorbencia a 595nm. La concentracion de proteina se obtuvo mediante una curva

patron utilizando seroalbumina bovina como estandar.
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Anexo 3. Curva patrén para la determinacion de proteina por microensayo (Bradford, 1976).
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Anexo 4. Determinacion del peso molecular de una proteina problema
Se determino la movilidad relativa (Rf) de la proteina problema como de cada una

de las proteinas de referencia utilizando la siguiente ecuacion:

_ Distancia de migracion de la proteina (cm)
~ Distancia de migracion del frente del gel (cm)

Los valores del logaritmo del peso molecular de cada una de las proteinas de
referencia se graficaron frente al Rf correspondientes a cada una de ellas,

obteniendo la siguiente curva patron.
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Anexo 4. Curva patrén para la determinacion del peso molecular de una proteina problema
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Anexo 5. Espectros MALDI-TOF de 96y 144 h
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Anexo 5. Espectros de MALDI-TOF de los productos de la TGA obtenidos de la Hex de L. lecanii a 37°C,
utilizando GIcNAc después de 96 (A), 144 (B) y (C) horas después de 144 h, adicionando GIcNAc a las 96 h.
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