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Resumen

El presente trabajo comparo el secretoma de A. brasiliensis ATCC 9642 obtenido en cultivo en
medio liquido (CML) empleando el medio minimo Hill y Kafer, con tres concentraciones de
sacarosa inicial: 20, 40y 60 g/L.

Las muestras para analisis de los secretomas se tomaron en el tiempo de cultivo en que se
alcanzo la tasa maxima de produccion de CO», lo que permitié su obtencién en cultivos con
estados fisiolégicos comparables. Los extractos proteicos extracelulares obtenidos fueron
concentrados y diafiltrados con membranas de 10 kDa y posteriormente, las proteinas fueron
separadas por su punto isoeléctrico (Isoelectroenfoque) y después por sus pesos moleculares
(SDS-PAGE). Las imagenes obtenidas de la separacién en dos dimensiones (2D-PAGE) se

analizaron con el software PDQuest, identificando los “spots” reproducibles entre replicas.

De los geles 2D-PAGE se seleccionaron 28 “spots” para analisis de proteinas. Las proteinas
en los “spots” fueron digeridas con tripsina. Los péptidos obtenidos fueron analizados por

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS).

Para la caracterizacion de las secuencias identificadas se emplearon las siguientes bases de
datos: BlastP, AspGD, UniProt, EXPASy, KEGG, Pfam, SignalP y SecretomeP y se considerd
como microorganismo de referencia A. niger CBS 513.88.

Se identificaron 30 proteinas de las cuales 15 participan en el metabolismo de carbohidratos,
5 en reacciones de oxidacion-reduccion, 2 presentan actividad proteolitica, 2 tienen funcién de
patogénesis y las seis proteinas restantes tienen diferente funciébn. Se demostré que la
secrecion de proteinas disminuy6é conforme aumenta la concentracion de sacarosa en el
medio, siendo la mitad de éstas, proteinas que participan en el metabolismo de carbohidratos
entre las cuales la glucoamilasa se expresa a nivel constitutivo independientemente de la
concentracion de sacarosa mientras que la abundancia de invertasa disminuye cuando

aumenta la concentracion de sacarosa.



Abstract

The present study compared the A. brasiliensis ATCC 9642 secretome obtained by submerged
fermentation using the minimal medium Hill y Kafer with three initial concentrations of sucrose:
20, 40 and 60 g/L.

The samples for the analysis of secretomes were taken at the culture time where the maximum
rate of production of CO2 was observed, with this it was possible to obtained cultures with
comparable physiological states. The extracellular protein extracts obtained were concentrated
and diafiltered with membrane (10 KDa) and after that, the proteins were separated by their
isoelectric point (isoelectrofocus) and their molecular weight (SDS-PAGE). The images
obtained from the separation by 2D-PAGE were analyzed through the software PDQuest,

identifying the reproducible spots between replicates.

28 spots were selected from the 2D-PAGE gels for their protein analysis. The proteins in the
spots were digested with trypsin. The obtained peptides were analyzed by liquid

chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS/MS).

For the characterization of the sequences identified were used the next data bases: BlastP,
AspGD, UniProt, EXPASy, KEGG, Pfam, SignalP y SecretomeP. A. niger CBS513.88 was

considered as reference microorganism.

30 proteins were identified of which 15 participate in the carbohydrates metabolism, 5 in oxide
reduction reactions, 2 has proteolytic activity, 2 has pathogenic function and the others six
proteins have different function. It was showed that secretion of proteins decreased when the
sucrose concentration in the media was increased, of these proteins that participate in the
carbohydrates metabolism, glucoamylase was expressed at constitutive level and this was
independent of the sucrose concentration. By another hand, it was observed that the

abundance of invertasa was decreased when the sucrose concentration was increased.
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1. Introduccion

La industria biotecnoldgica produce una amplia gama de productos; entre los cuales, destacan
acidos orgéanicos, antibiéticos y enzimas. La gran mayoria de estos productos son producidos
en CML (Hansen y col., 2015). EI CML es muy empleado desde hace algunas décadas y los
investigadores lo definen como la fermentacion que se lleva a cabo en presencia de un exceso
de agua (Singhania y col., 2010); lo que permite un mejor control en el pH y temperatura, asi
como la posible adicion de nutrientes e inductores y, conduce a procesos mas productivos.

En la actualidad, es bien sabido que las enzimas de interés industrial son producidas por
diferentes tipos de microorganismos, entre los que destacan los hongos filamentosos del
género Aspergillus, levaduras del género Saccharomyces y bacterias del género Bacillus. Es
importante mencionar que muchas de las veces la produccion de enzimas se ve afectada
negativamente por diferentes factores, entre los que se encuentran, la represion catabdlica, el
estrés osmotico y la inhibicion por sustrato y producto. Sin embargo, se han realizado
numerosos estudios con el propdsito de dar explicacidn a este tipo de fendbmenos y sugieren
gque nuevas proteinas estan involucradas en la adaptacion fisiolégica de los microorganismos

a cualquiera de las condiciones antes mencionadas (Kim y col., 2007).

Dado lo anterior, es necesario utilizar métodos de analisis protebmico vistos como una
herramienta que permite elucidar los mecanismos microbianos para adaptar su metabolismo
a diferentes condiciones ambientales y a variaciones en la fuente de carbono o de nitrégeno
(Kniemeyer, 2011). Por tal motivo, el presente trabajo pretende estudiar el secretoma del
hongo Aspergillus brasiliensis (ATCC 9642) cuando es sometido a diferentes concentraciones
de sacarosa en CML; en particular, se busc6 evaluar los mecanismos de sintesis de enzimas
involucradas en la hidrélisis y asimilacion de sacarosa. Ademas, se intent6 identificar otras
proteinas secretadas como mecanismo de adaptacién y, eventualmente, la presencia de

proteinas con funciones aun no identificadas.

Este trabajo se compone de un resumen de los resultados mas relevantes, una introduccién
al documento, una revision bibliografica, justificacién, hipétesis y objetivos generales y
especificos. Posterior a esto, se presenta la seccibn de materiales y métodos, donde se

describe toda la metodologia desarrollada en el trabajo experimental que se dividié en seis



etapas. La primera, fue de conservacion de la cepa A. brasiliensis, seguida de la
caracterizaciéon del crecimiento y produccion de invertasa en medios de cultivo con
concentraciones crecientes de nutrientes y fuente de carbono. Con base en los resultados
obtenidos, se seleccionaron tres concentraciones de nutrientes y fuente de carbono y se
realizaron los cultivos (CML) para la obtencion del secretoma. Los extractos proteicos
extracelulares obtenidos fueron separados por IEF y SDS-PAGE (2D-PAGE). Las imagenes
obtenidas de los geles 2D-PAGE se analizaron via software (PDQuest) y los “spots”
seleccionados fueron analizados por LC-MS/MS. Las proteinas fueron identificadas y
analizadas en bases de datos.

En la seccién es la de Resultados y Discusion se presentan y comparan los resultados
obtenidos con la bibliografia de forma grafica y con tablas. El trabajo finaliza presentando las

conclusiones mas relevantes.

2. Revision bibliografica
2.1. Cultivo en medio liquido (CML)

El cultivo en medio liquido (CML) es una forma de cultivar células microbianas de manera
homogénea en un recipiente agitado que contiene los nutrientes necesarios que las células
necesitan para crecer. Estos nutrientes estan disueltos en agua y es por esto que algunos
investigadores definen el CML como el cultivo que se lleva a cabo en presencia de un exceso

de agua (Singhania y col., 2010).

Este tipo de cultivo es muy empleado para la produccién de enzimas; de hecho, es preferido
por las industrias productoras de enzimas porque, a diferencia del cultivo en medio sélido
(CMS), se puede tener mejor control de los parametros de proceso tales como temperatura,
pH, aireacion, etc. Ademas, la morfologia 6ptima de los hongos filamentosos cuando crecen
en CML es comunmente conocida como “pellets” y esta relacionada con la produccién de
enzimas, pero se ve influenciada por factores como agitacion, pH, osmolaridad y temperatura

entre otros (Papagianni, 2004; Krull y col., 2013).

El CML presenta algunas ventajas comparado con el CMS. Sin embargo, también presenta
limitaciones y retos que, al ser resueltos, pueden permitir obtener rendimiento y productividad

elevados (Hansen y col., 2015). A continuacién, se presentan algunos retos, ventajas y



desventajas de CML (Viniegra-Gonzalez y col., 2003; Papagianni, 2004; Krull y col., 2013;
Workman y col., 2013).

Ventajas:
* Bases tecnoldgicas bien establecidas para el escalamiento a nivel industrial.

* Alto grado de control de los parametros de operacién (temperatura, pH, agitacion, formacion

de espuma, oxigeno, etc.).

Desventajas:

* Susceptible a represion catabdlica en concentraciones mayores a 10 g/L.
» Degradacion del producto por proteasas.

* Altos gastos de energia para suministrar oxigeno a una tasa suficientemente grande para

satisfacer los requerimientos.
Retos:

* Necesidad de utilizar sistemas de fermentacion en lote alimentado que permitan suministrar

los sustratos de modo que se evite la represion catabolica.

* La variabilidad de la morfologia puede ser vista como un reto que permita definir parametros

gue controlen y mantengan una forma 6ptima durante la produccién de enzimas.

El uso de microorganismos para la produccién de compuestos con valor agregado por CML se
ha incrementado en los Ultimos cincuenta afios. La produccién de bebidas alcohdlicas,
biomasa, enzimas (a-amilasa, -amilasa, catalasa, celulasa, glucoamilasa, invertasa, lipasa,
etc.), antibidticos (cefalosporinas, penicilinas, ciclosporinas, etc.) y algunos acidos organicos
(acido citrico, acido fumarico, acido lactico, etc.) son ejemplos de productos industriales
obtenidos por hongos. Sin embargo, fue hasta que surgieron las técnicas de CML usadas en
la produccion de penicilina que se expandio el uso de hongos en la industria (Papagianni,
2004).



2.2. Invertasa

Entre las enzimas que son producidas en la industria biotecnoldgica, destaca la invertasa
también conocida como B-fructofuranosidasa, sacarosa glicosidasa, B-fructosidasa, PB-
fructofuranosido fructohidrolasa, sacarasa e invertina. Es una enzima que cataliza la hidrélisis
de la molécula de sacarosa, al identificar la parte correspondiente a la fructosa (si la enzima
proviene de levaduras), o si la enzima proviene de hongos identifica el extremo
correspondiente a la glucosa. El resultado de la hidrdlisis (Fig. 1), es una mezcla equimolecular
de glucosa y fructosa que se conoce como azucar invertido (Aranday col., 2006; Ashokkumar
y col., 2001; Naumoff, 2001; Nadeem y col., 2015).

5CH,0H

*CILOH
o . HOCH, o og

Invertasa N [/

OH H
( )I 1 {-” I
Enlace alfa beta-1,2- glucosidico Glucosa Fructosa
Sacarosa

Figura 1. Hidrdlisis enzimatica de sacarosa.

Dependiendo del pH de maxima actividad, las invertasas pueden clasificarse en acidas,
basicas o neutras (Winter y Huber, 2000). Las invertasas basicas y neutras se han reportado
en plantas (Xiang y col, 2011) y cianobacterias (Vargas y Salerno, 2010), mientras que las
invertasas acidas se han encontrado en plantas, hongos, levaduras y bacterias (Rustiguel y
col., 2015).

Se ha demostrado que a elevadas concentraciones de sacarosa la invertasa presenta
actividad transglicosidasa, es decir, cataliza la produccion de fructo-oligosacaridos (FOS) de

bajo contenido cal6rico como cestosa y nistosa (Veana y col., 2011; Ning y col., 2010).

La invertasa fue una de las primeras enzimas utilizadas para estudiar la biocatlisis enzimética
(Belcarz y col., 2002). Sin embargo, el uso de la invertasa ha sido limitado debido a que la
glucosa isomerasa puede ser utilizada para transformar glucosa en fructosa a un bajo costo
(Aranday col., 2006).



2.2.1. Microorganismos productores de invertasa

Las enzimas microbianas son mas utilizadas que las obtenidas de plantas y animales por
diversas cuestiones, entre las que destacan la gran variedad de actividades cataliticas,
facilidad de manipulacion genética, altos rendimientos debido al rapido crecimiento de los

microorganismos ademas de mayor estabilidad (Nadeem y col., 2015).

Un gran numero de microorganismos son productores de invertasa, lo que significa que

pueden utilizar sacarosa como fuente de carbono y como inductor (Aranda y col., 2006).

Desde el afio 2000 a la fecha, se han reportado diferentes cepas productoras de invertasa
(Tabla 1), entre las cuales, Saccharomyces cerevisiae es la levadura principalmente utilizada
para la produccién de invertasa en CML a nivel comercial. Esto se debe a su alta capacidad
de fermentacion de sacarosa y que se dispone de cepas sUper productoras de dicha enzima
(Hag y Ali, 2005).

La produccion de invertasa con bacterias fue reportada por vez primera con Lactobacillus
brevis Mm-6 cultivada en CML con sacarosa (100 g/L) como fuente de carbono (Awad y col.,
2013).

Por su parte, el hongo filamentoso A. niger es considerado como seguro, es decir GRAS y se
ha demostrado que produce diferentes productos con alto valor agregado como &cidos
organicos, antibidticos y por supuesto una amplia variedad de enzimas (invertasa, amilasas,
etc.) cuando es cultivado en diferentes medios de cultivo (Nadeem y col., 2015; Pandey, 1992).

Tabla 1. Microorganismos productores de invertasa y niveles de actividad reportados
(Nadeem y col., 2015).

_ . Fuente de *Tipo de Actividad .
Microorganismo ) Referencia
carbono cultivo (U/mL)
Aspergillus Sacarosa (20, 40, .
o CML 3.90, 2.96, 0.82 | Presente trabajo
brasiliensis 60 g/L)
) Nadeem y col.,
A. niger Sacarosa (20 g/L) CML 34.10
(2009)
) Rubio y Navarro,
A. niger Glucosa (10 g/L) CML 4.00
(2006)




AshokKumar y

A. niger Sacarosa (100 g/L) CMS 0.15
col., (2001)
) Alves y col.,
A. nidulans Sacarosa (10 g/L) CML 93.00
(2013)
Umay col.,
A. flavus Sacarosa (30 g/L) CML 25.80
(2010)
HSG y col.,
A. ochraceus Sacarosa (20 g/L) CML 12.50
(2007)
Cladosporium Umay col.,
) Sacarosa (20 g/L) CML 17.50
cladosporoides (2012)
) _ Bhatti y col.,
Fusarium solani Melaza (20 g/L) CML 9.90
(2006)
Mucor geophillus Qureshiy col.,
Glucosa (10g/L) CML 35.89
EFRL 03 (2012)
Kluyveromyces Aziz y col.,
] Melaza (15 g/L) CML 1.20
marxianus M15 (2011)
Saccharomyces Shafiq y col.,
o Sacarosa (15 g/L) CML 6.76
cerevisiae KR18 (2004)
o ) Sivakumar y col.,
S. cerevisiae WS-2 Almidoén CML 0.65
(2013)
S. cerevisiae GSA-II Sacarosa (20 g/L) CML 107.40 Haq y Ali, (2005)
o Shankar y col.,
S. cerevisiae MK Sacarosa (20 g/L) CML 0.48
(2013)
S. cerevisiae Rashad y
Sacarosa (10 g/L) CMS 272.50 Ulg
NRRLY-12632 Nooman, (2009)
Lactobacillus brevis Awad y col.,
Sacarosa (100 g/L) CML 1399.00
Mm-6 (2013)
Kaur y Sharma,
Streptomyces sp. Sacarosa (30 g/L) CML 0.35
(2005)

* CML y CMS: cultivo en medio liquido y sélido respectivamente.

2.2.2. Métodos de produccion

Actualmente, la aplicacién del CML para la produccién de invertasa se ha generalizado

alrededor del mundo. De hecho, el CML es el método mas comun para la produccion de




enzimas a nivel industrial y tiene un gran potencial, ya que presenta un adecuado control de
parametros, alta productividad por volumen de reactor y concentraciones de invertasa del

orden de gramos por litro (Nadeem y col., 2015; Hansen y col., 2015; Harvey y McNeil, 1993).

Sin embargo, el CMS es prometedor por tener una mayor produccién de enzimas comparado
con el CML (Hansen y col., 2015).

2.2.3. Purificacion, caracterizacion fisicoquimica y cinética de invertasas

microbianas

La purificacion es un paso importante que permite la separacion de enzimas de interés de una
mezcla compleja para su caracterizacion, con esto es posible incrementar la actividad,
estabilidad, periodo de utilidad y, en términos generales, permite comprender la estructura y
funcion de las enzimas para su aplicacion en formulaciones con propdsitos industriales y

medicinales (Nadeem y col., 2015; Veana y col., 2011).

Segun Neumanny Lampenn (1967), Berthelot fue quien realiz6 el primer trabajo de purificacion
de invertasa en 1860 (Gracida-Rodriguez y col., 2005). Desde entonces, se han aplicado
diversas estrategias para la purificacion de cada enzima en particular acoplando diferentes
metodologias de lisis celular (en el caso de enzimas intracelulares), concentracién de las
enzimas, que puede ser por filtracién a través de membrana o por precipitacién con sales o
solventes (sulfato de amonio o etanol), seguido de técnicas cromatograficas que permiten
llevar a cabo una purificacion parcial o total de la enzima (Nadeem y col., 2015; Veana y col.,
2011; Prado-Barragan y col., 1999).

Uma y col. (2010) purificaron invertasa de A. flavus precipitando con sulfato de amonio y
posteriormente, separando a través de una columna de cromatografia DEAE. Después de una
separacion por SDS-PAGE determinaron que el peso molecular de la enzima fue alrededor de
67 kDa, ademas, obtuvieron un factor de purificacién de 5.8. La invertasa presenté Vmax de
15.8 U/mg, Km de 0.23 mg/mL, estabilidad de media hora a 50°C e inhibida por zinc.

También, una invertasa secretada por A. niger fue purificada con un factor de purificacion de
23 mediante ultrafiltracion, cromatografia de intercambio iénico (IEC) y cromatografia de
exclusion molecular (MEC). La invertasa purificada present6 pH y temperatura 6ptimos de 5.5

y 50°C respectivamente. Por electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE se determind un peso



molecular de 125 kDa y, mediante electroforesis en condiciones no desnaturalizantes, se
estimé que el peso molecular de la proteina nativa estaba comprendido entre 225 y 250 kDa
(Boddy y col., 1993).

Se ha demostrado que la combinacion de diferentes técnicas de cromatografia resulta
favorable para purificar invertasa de A. niger (Tabla 2). Destaca el trabajo reportado por
Nguyen y col., (2005) en el que se concentrd la proteina por precipitacion con sulfato de
amonio, seguido de separacion por IEC y MEC recuperando 42 % de la enzima, con un factor
de purificacion de 50. Por SDS-PAGE se estimd que la invertasa tenia un peso molecular
comprendido entre 120 y 130 kDa. Adicionalmente, se determiné que el pH y temperatura
optimos fue de 5.5 y 50°C respectivamente alcanzando una actividad especifica de 51.67 U/mg

de proteina.

Tabla 2. Purificacion de invertasa producida por hongos del género Aspergillus (Veanay col.,

2011).
Recuperacion
Microorganismo Pe}s_os O.IG," Fa_c_tor qlg de invertasa Referencia
purificacion purificacion (%)
. Ultrafiltracion, Boddy vy col.,
A. niger B60 IEC, MEC 23 10 (1993)
Rubio y
: (NH4)2S04 45-
A. niger o 8.6 0.8 Maldonado,
80%, IEC. MEC (1995)
A. niger (NH4).S0.80 50 42 Nguyen y col.,
IMI303386 %, IEC, MEC (2005)
(NH4)2.S0O, 20-
50%, TTP Dhananjay y
A. oryzae usando 12 54 Mulimani,
(NH4)2SO0uy t- (2008)
butanol
(NH4)2S04 70%, Umay col.,
A. flavus didlisis, IEC 58 3.2 (2010)

La afinidad de las enzimas por el sustrato esta determinada por la constante de Michaelis (Km)
y se define como la concentraciéon de sustrato en la que se alcanza la mitad de la velocidad
maxima de catdlisis por la enzima (Vmax), siendo ésta ultima la maxima velocidad de catalisis
que alcanza la enzima en condiciones de saturacion de sustrato. La invertasa de A. niger

muestra estabilidad a valores de pH comprendidos entre 2.9 y 5.6; sin embargo, alcanza la



maxima actividad a pH 4.1 a 65°C presentando Km y Vmax de 117 mM y 12,500 pmol/min
respectivamente (Nadeem y col., 2009).

Rubio y Maldonado (1995) purificaron y caracterizaron una invertasa de A. niger. Sus
resultados mostraron que la enzima mantenia elevada actividad en un rango de pH
comprendido entre 4 y 6, alcanzando la méaxima actividad a pH 5 con una temperatura optima
de 60°C. Los pardmetros Km y Vmax estimadas fueron 0.063 mM 13,000 pmol/min,

respectivamente.

Bacterias como Bacillus (Yoon y col., 2007) y levaduras como Candida (Plascencia-Espinosa
y col., 2014; Chéavez y col., 1997) y Saccharomyces (Rashad y Nooman, 2009) han sido
reportadas como productoras de invertasa con constantes de Michaelis (Km) comprendidas
entre 0.1 y 60 mM (Tabla 3). Por lo tanto, de la Tabla 3 se puede afirmar que las invertasas de
hongos y levaduras tienen mayor afinidad por la sacarosa comparadas con las invertasas de
bacterias (Nadeem y col., 2015).

El peso molecular de las enzimas usualmente es determinado mediante cromatografia de
exclusion molecular y electroforesis (SDS-PAGE). Se han reportado diferentes pesos
moleculares para las invertasas microbianas que dependen, entre otras cosas, de la fuente y
naturaleza de la enzima, es decir, del microorganismo productor y si se trata de enzimas
extracelulares (usualmente glicosiladas) o intracelulares (Gracida-Rodriguez y col., 2005). El
peso molecular de invertasas de hongos, levaduras y bacterias se reporta en el orden de 71-
116, 63-150 y 23 kDa, respectivamente. Las propiedades fisicoquimicas y cinéticas de

invertasas microbianas son resumidas en la Tabla 3.



Tabla 3. Caracterizacion fisicoquimica y cinética de invertasas microbianas (Nadeem y col., 2015).

] ) *PM o Temperatura Vmax Km )
Microorganismo pH optimo o ) Referencia
(kDa) Optima (umol/min) (mM)
A. niger 116 4.1 65 1,705 117.0 Nadeem y col., (2009)
A. niger 47 5.0 60 1.3x107? 0.1 Rubio y Maldonado, (1995)
A. niger AS0023 71-111 4.4 55 4.0 35.7 Hocine y col., (2000)
Penicillium .
_ . 80 4-5.5 60 0.1 0.4 Pessoni y col., (2007)
janczewskii
Bacillus cereus 23 7.0 50 0.6 370.0 Yoony col., (2007)
Candida Plascencia-Espinosa y col.,
. . 63-70 5.0 65 10.9 0.1
guilliermondii (2014)
S. cerevisiae NRRL
*95.5 6.0 50 35.5 60.0 Rashad y Nooman, (2009)

Y-12632

*PM: Peso molecular determinado por SDS-PAGE; *PM determinado por cromatografia de exclusién molecular.
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2.2.4. Aplicaciones

La invertasa es ampliamente utilizada en la industria alimentaria para la elaboracion de jarabes
invertidos, que comunmente son empleados como edulcorantes para mermeladas, dulces y
todo tipo de productos de confiteria. Ademas, tiene aplicacion en la industria farmacéutica y
en fermentaciones para la produccion de bebidas alcohélicas, glicerol y acido lactico a partir

de sacarosa como fuente de carbono (Ashokkumar y col., 2001; Klein y col., 1989).

También, tiene aplicacion en la industria cosmética en la elaboracién de cremas y como agente
plastificante. Aunado a esto, se atribuye a esta enzima la dulzura de algunas frutas en etapa

de maduracién (Andjelkovi¢ y col., 2015).

2.3. Respirometria

La respirometria es una forma de medir el consumo de oxigeno y la produccién de diéxido de
carbono por parte de un cultivo microbiano que se encuentra bajo condiciones definidas de
cultivo. Para esto, son empleados equipos comunmente conocidos como respirébmetros o
metabolimetros; estos equipos permiten hacer mediciones en linea de dos indicadores del
metabolismo microbiano: el consumo de oxigeno y la produccién de diéxido de carbono (Soto,
1993).

Recientemente, el uso de metabolimetros para monitorear estos gases, es preferido sobre
otros métodos porque presentan multiples ventajas, entre las que destacan el ahorro de tiempo
y trabajo al ser un método de medicion en linea, evita la preparacion de muestras para hacer
mediciones y no se genera dafio en la biomasa. Ademas, los datos obtenidos pueden ser
relacionados con diversos aspectos del metabolismo como la formacion de biomasa (Soto,
1993; Nava, 2016).

2.4. Protedmica

Las proteinas son de gran importancia, ya que participan en todos los procesos celulares; de
este modo, comprender la forma en la que trabaja un sistema vivo implica tener un amplio
conocimiento de todo el conjunto proteico del organismo. El conjunto de proteinas codificadas
por el genoma de un organismo en un momento dado y a lo largo de la vida del mismo, recibe
el nombre de “proteoma”, término que fue empleado por vez primera en 1994 por Mark Wilkins

y que deriva de las palabras proteina y genoma (Mishra, 2010).
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Para ocuparse del estudio global de los perfiles de expresibn y de modificaciones
postraduccionales de las proteinas, de su abundancia relativa, de la expresion diferencial de
enzimas, asi como de las interacciones entre proteinas surge la “protedmica”, que es una
disciplina que identifica, describe, y caracteriza el proteoma de un organismo (Mishra, 2010;
Peret6, 2007).

2.4.1. Caracteristicas e importancia del secretoma

Los hongos filamentosos tienen una gran capacidad para crecer en medios con diferentes
fuentes de carbono; ademéas, tienen la habilidad para percibir el ambiente en el que se
encuentran y producir y secretar enzimas a la region extracelular siendo esto ultimo atractivo

para el estudio y entendimiento de la expresion proteica (Aro, Pakula y Penttila, 2005).

De este modo, el término secretoma, se emplea para describir una parte del proteoma celular
e incluye todas las proteinas secretadas (ancladas a la pared celular o en el medio) y las
proteinas involucradas en la via secretora (Tjalsmay col., 2000).

Sin embargo, la composicién y tamafio del secretoma depende del entorno en que se
encuentre el microorganismo, ya que esto confiere cambios en el perfil proteico. Ademas, su
caracterizacion depende de las condiciones de crecimiento y de las herramientas empleadas

para su analisis (Callegari y Navarrete, 2012).

Algunos factores que influyen en los patrones de expresion proteica del secretoma son el pH
del medio, la fuente de carbono y el sistema de cultivo, habiendo en CMS mayor secrecion y

mayor variedad de proteinas con respecto al CML (Paper y col., 2007; Oda y col., 2006).

Aunque los estudios sobre el secretoma de hongos filamentosos se estan incrementando en
los dltimos afios, éstos Unicamente se han centrado en la descripcion y aln carecen de
discusion sobre el significado biolégico de los perfiles proteicos encontrados. Esto puede ser
debido a que la “secretomica” es un area relativamente nueva en la investigacion y que aun
implica limitaciones. Ademas, no se tiene conocimiento de las funciones de nuevas proteinas
identificadas. No obstante, a pesar de todas las limitaciones para entender diferentes procesos
biol6gicos a nivel celular, es importante continuar desarrollando estudios del secretoma y del

proteoma (Callegari y Navarrete, 2012).
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2.4.2. Técnicas para el analisis proteémico

En protedmica es fundamental separar primero las proteinas para su posterior identificacién.
El método mas adecuado de separacion es la electroforesis bidimensional, mientras que el
procedimiento mas habitual para la identificacion, es la digestion de las proteinas con
proteasas para el andlisis de los péptidos resultantes por espectrometria de masas (Pereto,
2007).

Aunqgue los geles de dos dimensiones acoplados a espectrometria de masas son la alternativa
mas utilizada para la separacion e identificacion de las proteinas de un secretoma, existen
otras alternativas como el andlisis de proteinas libres de gel usando espectrometria de masas
(Callegari y Navarrete, 2012).

2.4.2.1. Geles de dos dimensiones 2-DE

La electroforesis bidimensional, también conocida como método Iso-Dalton es una de las
herramientas mas utilizadas en protedmica, ya que permite la separacion de proteinas de
acuerdo a su punto isoeléctrico (pl) y a su peso molecular. Ademas, es relativamente facil de
usar, presenta alta reproducibilidad, alta resolucion de proteinas, es decir, dependiendo del
tamafio de corte del gel y del gradiente de pH, puede separar hasta 5,000 proteinas y
cuantificar “spots” <1 ng de proteina y adicionalmente, permite la aplicacién de analisis por

espectrometria de masas (Lilley, Razzaq y Dupree, 2002).

La metodologia de electroforesis bidimensional utilizando tiras IPG fue descrita por Gorg

(1998), y consta de las siguientes etapas:

1. Preparacion de la muestra, solubilizacion y aplicacién sobre el gel.

2. Primera dimensién de separacién: separacion de las proteinas por isoelectroenfoque
(IEF) con tiras de gradiente de pH (IPG). Es muy sensible a alteraciones en la carga
de la muestra debido a contaminacion por sales.

3. Segunda dimensién de separacion: separacion de las proteinas presentes en IPG por
SDS-PAGE (de acuerdo a su peso molecular).

4. Visualizacion de las proteinas separadas mediante tincion con azul de Coomassie,

tincion por plata o por fluorescencia.
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5. Andlisis de los patrones de separacién de las proteinas sobre el gel.

No obstante, la electroforesis bidimensional cuenta con algunas limitaciones, por ejemplo, las
proteinas hidrofébicas dificilmente entran en el gel y generalmente no son resueltas durante
el desarrollo de la técnica, su aplicacion en proteinas integrales de membrana también es
limitada. Ademas, proteinas de muy alto o muy bajo peso molecular no pueden ser resueltas,

lo mismo sucede con proteinas muy acidas (Walker, 2009).

2.4.2.2. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es ampliamente utilizada en proteémica para conocer la
secuencia de aminoacidos de una proteina (estructura primaria) y para conocer la formacién
de complejos proteina-ligando, incluyendo modificaciones postraduccionales, uniones enzima-
sustrato y antigeno-anticuerpo. Los espectrometros de masas ionizan las moléculas y las
separan de acuerdo a su proporcion masa/carga (m/z) y a la informacién de rendimientos
respecto al peso molecular de cada ion, esta informacion obtenida es utilizada para conocer
la estructura de las moléculas (Mishra, 2010).

Existen muchos métodos de ionizacion basados en la protonacién (adicién de un ion H*) o
desprotonacion (eliminacién de un ion H*) entre los cuales los mas utilizados en protedémica
son ESI (Electrospray lonization) y MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization)
(Walker, 2009).

A continuacion, se explican estas estrategias de ionizacion:

ESI. Esta técnica fue desarrollada por John Fenn en el afio 1989. Se considera como un
proceso suave porque no desintegra las moléculas de la muestra. El método consiste en hacer
pasar la muestra en solucién a través de una delgada aguja (con diametro en el orden de um)
hasta llegar al orificio del espectrémetro de masas. Con ayuda de un gradiente de potencial
electrostatico entre la aguja y el orificio del espectrometro de masas, el delgado filamento de
liquido se rompe en diminutas gotas que contienen iones de la muestra; ahora con la
combinacién de la evaporacion del solvente y la repulsion electrostatica se van generando
gotas con cada vez menor nimero de iones de muestra hasta que se generan iones
individuales (Fenn y col., 1989; Whitehouse y col., 1985). A diferencia del MALDI, con este
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método se generan iones multivalentes y esto confiere multiples lecturas de la masa de la
muestra y de este modo, se obtienen determinaciones de masas mas exactas. Ademas, ESI
es facilmente acoplado a separaciones cromatograficas o electroforéticas, motivo por el cual

a la fecha este es el método estandar en estudios de proteémica (Walker, 2009).

MALDI. Este proceso fue desarrollado en 1988 por Koichi Tanaka. En este método, la muestra
de proteinas es adsorbida en una matriz; después, volimenes en el orden de microlitros son
depositados sobre una placa metalica y se secan por evaporacion lenta formando cristales. La
placa se coloca en una camara al vacio del espectrémetro y es irradiada con pulsos de luz UV.
El resultado de este proceso es una rapida desorcién y ionizacion de la muestra. Los iones de
la muestra (con carga positiva) son extraidos utilizando un campo electrostatico y
posteriormente empleados en el andlisis de masas (Karas y Hillenkamp 1988; Kriger y col.,
2000). El hecho de que las proteinas se ionicen como simples especies cargadas trae consigo
gue los espectros de masas MALDI sean sencillos de interpretar, pero la desventaja es que se
necesitan analizadores de masas mA&s precisos con respecto a la proporcion m/z.
Adicionalmente, las secuencias de moléculas cargadas individualmente son en muchos casos

mas dificiles de analizar (Patel, 2015).
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3. Antecedentes directos

En la Planta Piloto de Fermentaciones en Medio Sélido (PP4) de la UAM-I se ha estudiado el
secretoma de A. niger en CMS con almidén como fuente de carbono (Carrillo y col., 2016) y
de A. brasiliensis en CMS con glucosa y sacarosa como fuentes de carbono. En dichos
estudios, se ha mostrado alta actividad catabdlica y pocas proteinas con actividad proteolitica.
En particular, para el caso de sacarosa, se evaluaron concentraciones iniciales de 25 a 300
g/L, encontrando alta presencia de transaldolasa y varias isoformas de inulinasas; sin
embargo, solo se identificoO una invertasa. Adicionalmente, se identificO un mayor nimero de
proteinas al aumentar la concentracion de fuente de carbono. Ademas, se demostré mediante
un analisis 2D-PAGE que las proteinas secretadas bajo las diferentes condiciones de ensayo
son principalmente acidas (pl 4-7) y de bajo peso molecular.

Asi mismo, mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS),
se identificaron 29 proteinas. De las 29 proteinas identificadas, mediante programas
bioinformaticos, se predijo que 17 proteinas eran extracelulares y de éstas, 10 presentaron
péptido sefial, se predijo que 4 tenian mecanismos de secrecibn no convencionales y que
presentan dominios transmembranales y 1 no fue caracterizada. De todo esto lo que llama la
atencion es que, A. brasiliensis cultivado con sacarosa en CMS produce isoformas de la

enzima inulinasa y no reporta presencia de la enzima invertasa (Nava, 2016).
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4. Justificacion

Los resultados obtenidos de diversos trabajos sobre produccion de invertasa han sido
enfocados a estudios cinéticos, de produccion, purificacion, actividad, regulacion de la sintesis,
mecanismos de secrecion heteréloga, ademas de estabilidad al pH y temperatura (Veana y
col., 2011). En todos estos trabajos el hongo filamentoso A. niger ha sido la principal cepa
empleada ya que ha demostrado ser un buen productor mediante fermentacion en CML. Sin
embargo, al trabajar con esta cepa, no se han tomado en cuenta factores importantes como el
efecto de la concentracién de sustrato sobre algunos de los parametros ya mencionados,
ademas del efecto que este ejerce sobre la composicion del secretoma, siendo Olivo y col.
(2009) quienes estudiaron los patrones de induccion y represion de la invertasa de A. niger
Van Tieghem. Por este motivo es importante mencionar que en la actualidad no se cuenta con
informacién suficiente que permita explicar los mecanismos del género Aspergillus para la

produccion de invertasa en medios de cultivo con diferentes concentraciones de sacarosa.

Con base en lo anterior y, partiendo del antecedente directo que es un estudio del secretoma
de A. brasiliensis ATCC 9642 en el que los resultados demuestran que se reprime la sintesis
de invertasa, pero se induce la sintesis de inulinasa cuando se cultiva este hongo en CMS con
sacarosa como fuente de carbono (25, 150, 300 g/L) surgen preguntas: ¢se obtendran los
mismos resultados cuando A. brasiliensis es cultivado en medio liquido con concentraciones
crecientes de sacarosa como fuente de carbono? ¢la invertasa es la Unica enzima que se
reprime al variar la concentracién de sacarosa en el medio? ¢qué otras enzimas y proteinas
son reprimidas o inducidas al variar la concentracién de sacarosa en el medio? ¢ qué relacion
tienen estos cambios en la expresion proteica de este hongo con la adaptacion de su
metabolismo a diferentes condiciones del medio? Para dar respuesta a las preguntas
planteadas, en el presente trabajo se cultivd la cepa A. brasiliensis ATCC 9642 en medio
liguido, con concentraciones crecientes de sacarosa como fuente de carbono y energia. Al
conocer el secretoma de este hongo en cada condicidén estudiada, se pretende sentar las
bases que permitan explicar por qué se modifica la composicion del secretoma al aumentar la
concentracion de sacarosa en el medio, cdmo se relaciona el secretoma con la adaptacion del
metabolismo y el crecimiento en cada condicién determinada, cédmo se ve afectada la sintesis
de invertasa al aumentar la concentracion de sacarosa y como se ven influenciadas algunas

caracteristicas de la invertasa como su actividad y estabilidad.
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5. Hipotesis

El aumento en la concentracion de sacarosa en el medio provoca un cambio en la composicion
del secretoma de A. brasiliensis ATCC 9642 y en la sintesis de enzimas involucradas en la

hidrolisis de sacarosa.

6. Objetivos
6.1. General

Determinar el efecto de la concentracion de sacarosa sobre la produccién de invertasa y la

composicion del secretoma de A. brasiliensis ATCC 9642.
6.2. Especificos

¢ Determinar el efecto de la concentracion de sacarosa sobre el crecimiento microbiano

y la produccion de invertasa.

e Identificar y comparar las proteinas secretadas por A. brasiliensis con cada

concentracion de sacarosa estudiada.

¢ Comparar el secretoma obtenido con diferentes concentraciones iniciales de sacarosa.
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7. Estrategia experimental

En este capitulo se presenta de manera breve y esquematica la estrategia general que se

sigui6 en el trabajo experimental (Figura 2).

La estrategia experimental se desarroll6 en 6 etapas. Primero se evalud el crecimiento de A.
brasiliensis en CML con concentraciones crecientes de sacarosa (10 a 80 g/L). Se
seleccionaron tres concentraciones y se realizd6 una cinética de actividad invertasa con la
concentracion mas baja que se eligié (20 g/L). En los cultivos para la obtencion del secretoma,
se utilizaron tres concentraciones de sacarosa (20, 40 y 60 g/L). Las muestras fueron tratadas
para concentrar las proteinas y separarlas por electroforesis 2D-PAGE. El andlisis de las
imagenes de la separacion por 2D-PAGE se realizé con uso de software (PDQuest) y se
identificaron los “spots” expresados diferencialmente en funcion de la concentracién de

sacarosa. Estos se recuperaron y digirieron con tripsina para su analisis por LC-MS/MS.
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Figura 2. Estrategia experimental general.
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8. Materiales y métodos

8.1. Microorganismo

La cepa empleada fue A. brasiliensis ATCC 9642. Esta cepa pertenece al cepario de la Planta
Piloto de Fermentacién en Medio Soélido de la UAM Iztapalapa. Aqui se encuentra conservada

bajo dos métodos: glicerol al 20% (v/v) y por liofilizacion.

8.1.1. Propagacion y conservacion de la cepa

Para la conservacién de la cepa se utilizé un vial con la cepa previamente liofilizada. Primero,
bajo condiciones asépticas, se suspendio el liofilizado en 5 mL de Tween 80 al 0.05% (v/v).
Con esta suspension se inocularon por estria cuatro tubos inclinados con medio de cultivo

Agar Papa Dextrosa (PDA), posteriormente se incubaron a 30°C durante 7 dias.

Las esporas presentes en dos tubos inclinados se suspendieron en 5 mL de Tween 80 al
0.05% (v/v), se adiciono la solucion Tween 80 con 20 perlas de vidrio en el primer tubo; éste
se agit6é y después el contenido se paso al segundo tubo; finalmente la suspension se devolvié
al tubo que originalmente contenia la solucion de Tween 80. Con esta suspension, se
inocularon cuatro matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio PDA. Estos matraces

se incubaron a 30°C durante 7 dias.

Pasado el periodo de incubacién, se tomaron los 4 matraces inoculados con A. brasiliensis.
Dos matraces fueron utilizados para hacer la suspensién de esporas con 20 mL de Tween 80
al 0.05% previamente esterilizado. Esta suspension se empled en la conservacion en glicerol.
Las esporas de los dos matraces restantes se suspendieron con 30 mL de leche descremada

al 20% (p/v). La suspension resultante fue empleada en la conservacién por liofilizacion.

Para la conservacion en glicerol al 20%, se prepar6 una solucién de glicerol al 40% (v/v) y se
adicionaron 0.75 mL a 6 tubos Eppendorf de 2 mL. Los tubos se esterilizaron en autoclave a

15 Ib/in? durante 15 minutos (Arencibia Gamez y Rosario, 2008).

A continuacion, a 6 tubos crioprotectores se les extrajo 0.5 mL de su volumen en condiciones
de maxima asepsia y se les adicionaron 0.5 mL de la suspension de esporas en Tween 80 al
0.05%, los tubos crioprotectores se agitaron manualmente y con suavidad para no dafiar las

esporas y, finalmente, se les extrajo el exceso de liquido. Adicionalmente, a los 6 tubos de 1.5
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mL que contenian glicerol al 40% se les adicion6 0.75 mL de la misma suspensién de esporas.
La cepa conservada en glicerol se almacené a -20°C (Manual de conservacién de cepas de la

planta piloto de fermentacion en medio sélido, s/a).

Para la conservacion por liofilizacion, se prepararon 50 mL de una solucién de leche
descremada “svelty®™ al 20% (p/v). En un frasco de vidrio se adicionaron 30 mL que se
emplearon para suspender las esporas de A. brasiliensis, a otro frasco se agrego el resto de
solucién. Posteriormente se esterilizaron a 10 Ib/in? durante 10 minutos (Arencibia Gamez y
Rosario, 2008).

Ampolletas de vidrio se mantuvieron sumergidas durante 3 horas en una soluciéon de HCI al
2%. Inmediatamente, las ampolletas fueron lavadas con agua destilada para garantizar la
completa remocién del acido, se secaron a 60°C durante 2 horas y posteriormente, se les
colocd un tapén de algodén y se esterilizaron a 15 Ib/in? por 3 horas. Después de la
esterilizaciéon y en condiciones asépticas se pipetearon 2 mL de suspension de esporas en
leche descremada al 20% en 12 ampolletas. Adicionalmente, se prepararon dos ampolletas
con solo leche descremada para utilizarla como control positivo. Las ampolletas fueron
tapadas con un trozo de algodén estéril que se colocé en la parte delgada del cuello de las
mismas, ademas, se les coloc6 un tapén de algoddén en la punta. Posteriormente, las
ampolletas fueron congeladas con nitrégeno liquido, se les quité el tapon de algodon y se
colocaron en la jarra para la posterior liofilizacion. Las ampolletas ya liofilizadas fueron selladas
a la flama de un soplete. Las ampolletas selladas se almacenaron en obscuridad y en un lugar
seco (Manual de conservacion de cepas de la planta piloto de fermentacion en medio sélido,

s/a).
8.1.2. Propagacion del indculo

La propagaciéon del inoculo se realiz6 de la siguiente manera: se inocularon por estria dos
tubos inclinados con medio PDA, se incubaron a 30°C durante 7 dias. Bajo condiciones
asépticas, se vertieron en uno de los tubos 5 mL de Tween 80 al 0.05% (v/v) junto con 20
perlas de vidrio, el tubo se agité manualmente y la suspension de esporas se paso al siguiente
tubo, se procedié de la misma forma que con el primer tubo y al final la suspension fue vertida
al tubo que originalmente contenia la solucién Tween 80 al 0.05% (v/v). De esta suspension

se tomaron alicuotas de 1 mL para inocular tres matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL
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de medio PDA. Los matraces se incubaron a 30°C durante 7 dias. Una vez transcurrido el
periodo de incubacién, se suspendieron las esporas de dos matraces en 20 mL de Tween 80

al 0.05% (v/v). La suspension de esporas obtenida fue empleada como inoculo para los CML.

8.2. Medio de cultivo

El medio empleado para todos los cultivos fue el reportado por Hill y Kafer (2001), empleando
sacarosa como fuente de carbono y manteniendo una relacion carbono/nitrégeno (C/N) de
8.58. El medio fue disefiado para aforar a un litro las siguientes cantidades de los
componentes: sacarosa, 20 g; mezcla de sales, 50 mL; solucién de MgSO.-7H.0, 5 mL;
oligoelementos de Hutner, 1 mL. Al modificar la cantidad de sacarosa, el resto de los nutrientes
se modificé también en la misma proporcion con respecto al medio basal. El pH inicial del
medio no se ajusto y éste oscilé entre 6.3 y 6.7 dependiendo de la cantidad de sacarosa

presente en el medio.
El medio de cultivo consta de tres soluciones, cuyos componentes se expresan en g/L:

1) Mezcla de sales (20x). Nitrato de sodio (NaNO3), 120; cloruro de potasio (KCl), 10.4;
fosfato monobasico de potasio (KH2PO.), 16.3; fosfato dibasico de potasio (Kz:HPO,),
20.9.

2) Solucion de sulfato de magnesio (200x): MgSO4-7H20, 104.

3) Solucién de oligoelementos de Hutner: sulfato ferroso (FeSO4-7H20), 5; EDTA: 50;
sulfato de zinc (ZnS0O4-7H20), 22; 4cido bdrico (HsBOs3), 11; cloruro de manganeso
(MnCl»-4H,0), 5; cloruro de cobalto (CoCl,-6H,0), 1.6; sulfato clprico pentahidratado
(CuS04-5H,0), 1.6; molibdato de amonio ((NH4)sM07024-4H,0), 1.1.

8.3. Cultivo en medio liquido (CML)

El cultivo se realiz6 por triplicado en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio.
Los matraces con el medio de cultivo fueron esterilizados a 93°C durante 15 minutos (para
evitar la caramelizaciéon de la sacarosa) e inoculados con 1x10° esporas/mL de medio. Al
terminar de inocular los matraces, se les cambio el tapon de algoddn por uno disefiado para
permitir la distribuciébn de aire e inmediatamente fueron incubados a 30°C, 200 rpm, y
conectados al sistema de respirometria con un flujo de aire de 20 mL/min (Salgado, 2015;
Nava, 2016).
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8.4. Condiciones de cultivo sin crecimiento en pared

Para establecer las condiciones de cultivo de A. brasiliensis sin crecimiento en pared, se
procedio de la siguiente manera: se adicionaron 50 mL de medio (40 g/L de sacarosa) en 6
matraces de 250 mL, incluyendo dos pretratados con Sigmacote® (Sigma-Aldrich®, solucién
de organopolisiloxano clorado en heptano que se utiliza como agente siliconizante de vidrios
ya que forma una micro capa hidr6foba que impide la adhesion de proteinas en la superficie)

(Van Schie y Fletcher 1999). Cada matraz se inoculo con 1x10° esporas/mL de medio.

Se evaluaron tres condiciones de cultivo por duplicado, la primera fue una condicion
denominada “normal” (incubacién: 30°C y 150 rpm), la segunda condicion fue haciendo un
pretratamiento a los matraces con Sigmacote® para formar una capa delgada que impida el
crecimiento en pared (incubacién: 30°C y 150 rpm), la tercera condicién denominada “estatica”
consistié en dejar los matraces inoculados en incubaciéon a 30°C, sin agitacion durante un
periodo de 8 horas hasta que germinaran las esporas y, posteriormente, se agitaron a 150

rpm.

Dos matraces limpios y secos (60°C, 12 h), se enfriaron en desecador por 30 minutos. A cada
matraz se le adicion6 1 mL de Sigmacote®. Esto se realiz6 con una pipeta dejando que
resbalara por las paredes del matraz. El exceso de Sigmacote® se puso en contacto con las
paredes de cada matraz, ladeandolo y girandolo con suavidad. Finalmente, se decanté el
exceso en cada matraz; entonces, los matraces se secaron a 100°C durante media hora para
garantizar la durabilidad de la capa formada. Antes de usar los matraces para el cultivo de A.

brasiliensis, se enjuagaron con agua destilada para eliminar cualquier rastro de HCI formado.

8.5. Estudio respirométrico

Con la finalidad de elegir tres concentraciones de sacarosa inicial para la obtenciéon del
secretoma de A. brasiliensis se evalu6 un rango amplio de concentraciones de sacarosa: 10,
20, 40, 60 y 80 g/L. Los cultivos se realizaron por duplicado y se incubaron y conectaron al
sistema de respirometria (Fig. 3) durante un periodo de 80 horas para analizar la cinética
completa de produccion de CO.. Al finalizar el cultivo, el contenido de los matraces se filtré

con papel filtro Whatman 41, la biomasa fue cuantificada por gravimetria (60°C, 24 h) y el
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sobrenadante recuperado fue puesto en congelacién hasta el analisis enzimatico, de azUcares

reductores totales y medicion de pH final.

Entrada de aire Salida de aire | Analizador
de 02 v CD; - Kxﬁ |

Valvulas

=17

A

N—

Bomba de aire

Matraz de 250 mL
Con 50 mL de medio

Figura 3. Esquema de medicién del sistema de respirometria.

8.6. Cinética de produccién de invertasa

El cultivo para la cinética de produccion de invertasa se realiz6 empleando sacarosa en una
concentracion de 20 g/L; ya que esta, es la concentracion mas baja que se empled6 en los
cultivos para la obtencion del secretoma. Se emplearon 10 matraces y se tomaron muestras
por duplicado cada 24 h. Inmediatamente después de la toma de muestras, los matraces se
almacenaron a 4°C por 15 min. Posteriormente, el contenido de los matraces se filtré con papel
filtro Whatman 41. La biomasa fue cuantificada por gravimetria y el sobrenadante recuperado
fue puesto en congelacion hasta el analisis enzimatico, de azlcares reductores totales,

medicién de pH final y cuantificaciéon de proteina.

8.7. Obtencidén del secretoma

Para los estudios de secretoma se emplearon tres concentraciones de sacarosa (20, 40, 60
g/L) por triplicado. Los matraces se mantuvieron en incubacion, conectados al sistema de

respirometria hasta que alcanzaron la tasa maxima de produccion de CO,.

Una vez obtenida la tasa maxima de produccioén de CO,, los matraces se desconectaron del

sistema de respirometria e inmediatamente se les adicionaron 20 pL de un inhibidor de
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proteasas (Sigma-Aldrich®) y se dejaron en refrigeracion durante 30 minutos. Pasado este
tiempo, el contenido de los matraces se filtré en bafio de hielo con papel filtro Whatman 41. La
biomasa fue lavada con 30 mL de buffer Tris-HCI 20 mM pH 7.2, se deposit6 en tubos Falc6n®

congeld (-70°C) antes de su liofilizacion.

De cada matraz se recuperaron entre 35y 40 mL de extracto proteico, de los cuales 32.5 mL
fueron ultrafiltrados en tubos Amicon MWCO 10 kDa de 15 mL; el resto de extracto se utilizd
para cuantificar actividad enzimatica, azucares reductores totales, pH y proteina. La
ultrafiltracion se realizdé en tres lotes a 3500 rpm, 4°C por 25 minutos. De cada lote se
recuperaron alrededor de 0.5 mL de extracto concentrado que al final se unieron en el mismo
tubo Amicon y fueron diafiltrados en 3 ocasiones con buffer Tris-HCI 20 mM (pH 7.2) a las
condiciones de centrifugacion arriba descritas, pero durante 20 minutos. Después de la tercera
diafiltracion se obtuvo un volumen de extracto concentrado de 0.5 mL; a este se le adicionaron
1.5 mL del mismo buffer y pipeteando varias veces en el tubo para favorecer la solubilizacion
de la proteina. La proteina concentrada se cuantificé por el método del acido bicinconinico
(BCA) con el “kit” de Pierce BCA “protein Assay Kit” (Thermo scientific®). El extracto se repartié
en viales conteniendo 180 y 100 ug de proteina y se congelaron a -70°C para su liofilizacion y
andlisis por geles SDS-PAGE y 2D-PAGE.

8.8. Separacion de proteinas
8.8.1. Geles SDS-PAGE

A los viales con 100 pg de proteina liofilizada se les adicionaron 38.9 uL buffer de Laemmli 2x
(62.5 mM Tris-HCI pH 6.8; 2% SDS; 25% glicerol; 0.01% azul de bromofenol; 5% f-
mercaptoetanol). Los viales se agitaron en vértex durante 5 minutos hasta que la proteina
estuviera totalmente disuelta, entonces se colocaron durante 5 minutos en un agitador
“Termomixer comfort” a 95°C. Inmediatamente, se pipetearon 35 pL (90 ug de proteina) por
pozo en geles prefabricados (Mini-PROTEAN® TGX™ Gels, BIO-RAD®) con las siguientes
caracteristicas: 8.6 x 6.7 x 0.1 cm con T al 12% y 10 pozos de 50 pL. En cada gel se cargaron
2 réplicas bioldgicas por duplicado y en el primer pozo del gel se pipetearon 5 pL de marcador
de peso molecular (Precision Plus Protein™ All Blue Standars). Los geles se corrieron a 150
V en una camara Mini-PROTEAN® (Tetra Cell, 2-Gel System, BIO-RAD®) y una fuente de
poder PowerPac™ Universal (BIO-RAD®) de 500 V.
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Los geles fueron lavados con agua destilada, se fijaron durante 2 horas con 75 mL de solucion
fijadora (10% acido acético; 40% etanol; 50% agua destilada). Transcurrido el tiempo de
fijacion, se hicieron tres lavados de 15 minutos con 75 mL de agua destilada, inmediatamente
después se tifieron por 2 horas con 75 mL de colorante Commassie G-250 Blue Silver
(Candiano y col., 2004).

Se realizaron tres lavados de 15 minutos con 75 mL de agua destilada. Los geles se dejaron
en refrigeracion con 75 mL de A&cido acético al 2% (v/v) y se digitalizaron en un

fotodocumentador Geldoc EZ de BIO-RAD® con el software ImageLab.

8.8.2. Geles 2D-PAGE

Los geles 2D-PAGE se realizaron en dos etapas, la primera fue una separacion por
isoelectroenfoque (IEF), en el que las proteinas se separaron de acuerdo a su punto
isoeléctrico. En la segunda etapa, se separaron de acuerdo a su peso molecular en un gel
SDS-PAGE con T al 12%.

Para la primera etapa (IEF), a los viales con 180 ug de proteina liofilizada se les adicionaron
150 pL de buffer de rehidratacion (8 M Urea; 2 M Tiourea; 4% (p/v) CHAPS; 50 mM DTT; 0.6%
anfolitos; 2 gotas de azul de bromofenol al 1%). Las muestras se solubilizaron agitando en
vortex durante 5 minutos y posteriormente, sonicando durante 15 minutos en bafio de hielo;
nuevamente, se agitd en vértex durante un minuto y se centrifugd a 14,000 rpm durante 1.5
minutos para sedimentar todo el material insoluble. A continuacién, se pipetearon 125 pL (150
Lg de proteina) por cada carril de la charola de rehidratacion, se pipetedé de manera que la
muestra se esparciera uniformemente por el carril sin generar burbujas y dejando un
centimetro de espacio con respecto a los electrodos. Se colocaron las tiras de rango de pH de
4-7 (Ready-strip IPG de BIO-RAD®) cubriéndose con 2 mL de aceite mineral (BIO-RAD®). La
placa se conecté al equipo de isoelectroenfoque (Protean i12 IEF Cell, BIO-RAD®) y se aplicé

una rehidratacion activa durante 14 horas, 20°C y una corriente maxima de 50 pA.

Cuando termindé el proceso de rehidratacién, se colocaron los “wicks” (tiras de papel filtro de
1x0.2 cm) entre cada electrodo y la tira con el propésito de favorecer la remocién de sales y

se inici6 el isoelectroenfoque con el siguiente protocolo:

1. 250V = 15 minutos
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2. Gradiente 4000 V = 1 hora
3. Aumento 4000 - 15000 V-hora
4. “Hold” = 500V

Se retir6 el aceite mineral de las tiras y se equilibraron en agitacién suave durante 15 minutos
con solucién de equilibrio 1, seguido de 20 minutos con solucion de equilibrio 2. La
composicion de las soluciones de equilibrio fue 6 M Urea; 250 mM Tris-HCI pH 8.8; 20 % (v/v)
glicerol; 2% (p/v) SDS. Para la solucion de equilibrio 1y 2 se agreg6 65 mM DTT y 260 mM de

iodoacetamida respectivamente.

Al terminar el isoelectroenfoque, las tiras se colocaron en geles prefabricados al 12% (Mini-
PROTEAN® TGX™ Gels, BIO-RAD®) y se sellaron con agarosa. A partir de este momento se
procedi6 igual que con los geles SDS-PAGE de la seccién 8.8.1.

8.9. Métodos analiticos
8.9.1. Anélisis de azlcares

El andlisis de azlcares se realiz6 en el medio inicial y medio final, por duplicado, empleando
el método del 4cido dinitrosalicilico, DNS-HCI (Miller y col., 1960). Para esto se prepard una
curva estandar con una mezcla glucosa-fructosa en concentraciones decrecientes empezando
con 2.5 mg/mL y diluyendo con agua cada vez a la mitad. Se pipeteé 1 mL de muestra (con la
dilucién necesaria para que la absorbancia medida callera dentro de la curva) en tubos de
ensayo. A cada tubo se le pipetearon 20 uL de HCI al 36%, se mezclaron en vértex y se
incubaron en bafio de agua a ebullicion durante 5 minutos. Se adicionaron 50 uL de KOH 5N
a cada tubo para neutralizar el HCI y se mezcl6é el contenido en vértex. Inmediatamente
después se agregaron 1.5 mL de reactivo DNS y se incubaron en bafio a ebullicion durante
diez minutos. Al final, los tubos se enfriaron en bafio de agua corriente y se midi6 la
absorbancia a 640 nm empleando un blanco con 1 mL de agua destilada que se procesoé de

la misma manera que las muestras.

8.9.2. Actividad invertasa

La actividad invertasa de cada extracto se realizé por duplicado y fue cuantificada midiendo la
liberacion de azucares reductores mediante el método de Miller (1960). A cada tubo del

ensayo se le agregaron 0.9 mL de sustrato (sacarosa 0.1 M en buffer de acetatos 0.1 M a pH
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5) y se pusieron en bafio de agua a 50 °C. Para cada tubo de ensayo se us6 un control con
0.9 mL de buffer acetatos 0.1 M a pH 5y 1.5 mL de reactivo DNS. Adicionalmente, se
prepararon 3 tubos de estandar de glucosa-fructosa en concentracion de 1 mg/mL y se les
adicionaron 1.5 mL de reactivo DNS. Para el blanco se adicion6, en dos tubos 1 mL de buffer
acetatos 0.1 Ma pH 5y 1.5 mL de reactivo DNS.

A todos los tubos se les adicioné 0.1 mL de extracto enzimético. Pasados 10 minutos de la
adicion del extracto, la reaccion fue detenida adicionando 1.5 mL de reactivo DNS, excepto el
control debido a que ya contenia el reactivo. Una vez que se detenida la reaccion, los tubos
fueron incubados en bafio a ebullicion durante 10 minutos. Finalmente, se enfriaron los tubos

en bafio de agua corriente y se midié la absorbancia a 640 nm.

Una unidad de actividad invertasa (U) se defini6 como la cantidad de enzima necesaria para

liberar una umol de azulcares reductores por minuto bajo las condiciones de ensayo.

8.9.3. Analisis de proteina

El contenido de proteina del medio final sin concentrar y concentrado fue determinado por el
método del &cido bicinconinico (BCA). La prueba se realiz6 en tubos, preparando primero una
curva con el estandar de albumina de suero bovino (BSA) empezando en una concentracion

de 2 mg/mL y diluyendo con buffer Tris-HCI 20 mM pH 7.2 cada vez a la mitad.

El “kit” (Thermo Fisher Scientific) consta de dos reactivos: A (carbonato de sodio, bicarbonato
de sodio, acido bicinconinico y tartrato de sodio en 0.1M hidréxido de sodio) y B (4% de sulfato

cuprico) que se mezclan en relacién 50:1 respectivamente.

Para la determinacion se adicionaron 50 puL de muestra mas 1 mL de reactivo BCA, se
mezclaron en vortex y se incubaron a 37°C durante 30 minutos. Pasado este tiempo, los tubos

se enfriaron y se midi6 la absorbancia a 562 nm.

8.10. Analisis de iméagenes de geles 2D-PAGE

Con el software PDQuest de BIO-RAD® se identificaron los “spots” en las imagenes obtenidas
de la separacién de proteinas por electroforesis bidimensional. Para cada concentracion de
sacarosa trabajada se generaron cuadriplicados de geles y, a partir de éstos, se obtuvo un gel

maestro. Una vez generados los tres geles maestro se procedié a hacer una comparacion
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entre las tres condiciones. Se exportd la informacion generada en PDQuest al software
Microsoft office Excel 2016. En particular importa trabajar con la “cantidad normalizada” que
es una medida de la intensidad de cada “spot”. Este parametro fue comparado via grafica y

por andlisis de varianza (ANOVA) para cada uno de los spots identificados entre condiciones.

Los “spots” seleccionados bajo los criterios establecidos en la seccion 9.8 fueron cortados
manualmente con puntas de micropipeta de 200 L. Las puntas fueron cortadas con bisturi
bajo condiciones asépticas hasta dejarlas al tamafio del “spot” a recuperar. Posteriormente, se
lavaron junto con tubos para PCR con una soluciébn de acetonitrilo al 70% y &cido
trifluoroacético (TFA) al 0.1%.

8.11. Procesamiento de los “spots”

Una vez cortados los “spots”, se enviaron a analizar por LC-MS/MS al Centro de Investigacion
y de Estudios Avanzados del IPN unidad Irapuato (CINVESTAV). A continuacion, todo el
procesamiento se desarrollo siguiendo la metodologia descrita por Shevchenco y col. (2006).
Primero, los “spots” fueron destefiidos adicionando 100 pL de bicarbonato de amonio 100 mM
solubilizado en acetonitrilo (1:1, v/v) y se incubaron durante 30 minutos con agitacion suave.
A continuacion, se adicionaron 500 L de acetonitrilo puro y se incubaron con agitacion suave
a temperatura ambiente hasta perder el color de la tincién; inmediatamente se retir6 el exceso

de acetonitrilo.

8.11.1. Digestion con tripsina

Se prepar6 una solucién de tripsina de Promega® 13 ng/uL en buffer de bicarbonato de amonio
10 mM conteniendo 10% (v/v) de acetonitrilo. Se adicionaron 50 pL de esta solucion hasta
saturar los “spots” y se mantuvieron en bafio de hielo. Cada 30 minutos se reviso si la solucién
fue absorbida y siendo éste el caso, se adicioné méas solucion hasta cubrir por completo los
spots. Este procedimiento se repitié durante dos horas y a continuacién se adicionaron 20 pL
del buffer bicarbonato de amonio para mantener los spots humedos durante la hidrélisis

enzimatica que se llevo a 37°C durante toda la noche.

Los péptidos fueron extraidos con 100 uL de buffer de extraccién compuesto por acido férmico
al 5% y acetonitrilo (1:2, v/v). Cada tubo fue incubado a 37°C durante 15 minutos con agitacion

suave. El sobrenadante fue colectado en tubos para PCR y secado en una centrifuga de vacio.
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En cada tubo se adicionaron 20 pL de acido trifluoroacetico (TFA) al 0.1% (v/v), se agitaron
con vértex y se colocaron durante 5 minutos en un bafio de agua con sonicacion. Los tubos se

centrifugaron a 10,000 rpm y el sobrenadante fue colectado y secado en centrifuga de vacio.

8.11.2. Espectrometria de masas

Los péptidos obtenidos fueron separados utilizando un equipo nanoAcquity nano-flow liquid
chromatography (LC) system (Waters), acoplado a un espectrometro de masas (LTQ Velos)
(Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) equipado con una fuente de iones
nanoelectrospray. En una precolumna (Symmetry®) C18 de 5 um, 180 pm x20 mm (Waters)
se cargaron 3 pL de muestra. Posteriormente, el flujo fue dirigido a una columna capilar de
UPLC de 10 cm (100 um ID BEH-C18 1.7 um tamafio de particula). La temperatura de la
columna se mantuvo a 35°C y los péptidos fueron separados durante 1 hora con un gradiente
de solventes (A: &cido férmico al 0.1%, B: acido férmico al 0.1% en acetonitrilo puro) con flujo
de 400 nL/min. El gradiente se programé de la siguiente manera: 3-50% B (30 min), 50-80%
B (2 min), 85% B (4 min) y 3% B (22 min) (Shevchenko y col., 2006). Los péptidos se eluyeron
dentro de la fuente de iones del espectrémetro a través de una punta cubierta con silice
(NewObijective, Woburn, MA). El espectrometro fue operado en modo de adquisicion de datos
dependiente, para alternar de forma automatica el escaneo completo (400-1600 m/z) y uno
siguiente de exclusion dinAmica de los cinco espectros mas abundantes en la trampa de iones
linear. La disociacion inducida por colision (CID) fue llevada a cabo utilizando helio como gas
de colisién al 35% de la energia de colision y un tiempo de activacion de 10 milisegundos. La

adquisicion de datos fue a través del software Xcalibur 2.0.7 de Thermo Fisher Scientific.

Los espectros de masas fueron extraidos con el software Proteome Discoverer version 1.4y
buscados en la base de datos Sequest contra A. brasiliensis (13042 entradas) y A. niger
(28928 entradas).

8.12. Identificacion de proteinas

Con la informacién obtenida de los péptidos obtenidos y, con el fin de obtener informacion de

las proteinas, se consultaron las siguientes bases de datos:

o “Protein Blast” (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi)

o “AspGD” (http://www.aspergillusgenome.org/)
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“UniProt” (http://www.uniprot.org/)

“ExPASY” (http://web.expasy.org/compute pi/)

“KEGG” (http://www.keqq.jp/kega/kegg2.html)

“Signal P 4.1 server” (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)

“Secretome P 2.0 server” (http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP)

“Pfam” (http://pfam.xfam.org/)
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9. Resultados y discusion

Este capitulo se divide en tres secciones, en la primera se reportan los resultados referentes
a respirometria, incluyendo el pretratamiento con Sigmacote®; en la segunda seccion, se
presentan los resultados correspondientes al analisis enzimético y separacion de proteinas en
geles (SDS-PAGE y 2D-PAGE); y en la tercera seccion, se presenta la identificacion de

proteinas posterior al analisis por espectrometria de masas y busqueda en bases de datos.

9.1. Condiciones de cultivo sin crecimiento en pared (pretratamiento con
Sigmacote®)

Estudios previos realizados en la planta piloto de Fermentacion en Medio Sélido demostraron
gue al hacer CML empleando concentraciones crecientes de glucosa al inicio del cultivo, se
obtienen dos estados fisioldgicos en el crecimiento de A. brasiliensis: uno con morfologia de
pellets y otro con morfologia miceliar (crecimiento en pared). Por lo tanto, se decidio evaluar
una condicion de cultivo en la que los matraces son pretratados con Sigmacote® (solucion de
organopolisiloxano clorado en heptano) ya que esta solucién reacciona con grupos silanol
presentes en la superficie del vidrio formando una microcapa neutral e hidrofébica que
previene la adsorcion de proteinas basicas. De este modo, se pretendia evitar el crecimiento
en pared. Sin embargo, el crecimiento en pared se vio favorecido en presencia de Sigmacote®
ya que el hongo creci6 en las paredes e incluso en la base del matraz Van Schie y Fletcher
(1999), demostraron que un tratamiento con Sigmacote® evita la adhesion de Syntrophomonas
wolfei sobre superficies de vidrio. El resultado obtenido para A. brasiliensis puede atribuirse a
que el hongo sintetizd y secretd proteinas y polimeros al medio que le permitieron adherirse a
las paredes (Fig. 4). Ademas, entre otras condiciones que posiblemente favorecieron el
crecimiento en pared podemos mencionar la elevada fuerza i6énica del medio y quizas que las

células del hongo presentaron interacciones hidrofébicas con la superficie tratada del matraz.
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Figura 4. Crecimiento en pared de A. brasiliensis. A) Matraz sin Sigmacote®, B) Matraz con
Sigmacote®.

Por lo tanto, se descarté el pretratamiento de los matraces con Sigmacote® y se decidié hacer
los estudios respirométricos considerando la posibilidad de que se presente un segundo
estado fisioldgico (crecimiento en pared) que resultdé minimo en la concentracion mas baja de

sacarosa inicial.

9.2. Analisis respirométrico

En esta seccion se presentan los resultados de respiracion de A. brasiliensis en medios de
cultivo con concentraciones iniciales de sacarosa de 10 a 80 g/L. El analisis de los perfiles de
produccion de CO; en este intervalo de concentraciones de sacarosa y parametros asociados
con el estado fisiologico de A. brasiliensis durante su cultivo permitié elegir tres
concentraciones: minima, intermedia y méxima, ademas de un tiempo de muestreo para los

cultivos destinados al analisis del secretoma (Volke y col., 2016).

Una vez definidas las concentraciones de sacarosa inicial y el tiempo de muestreo, se
presentan los resultados correspondientes a los cultivos para la obtencion y analisis del

secretoma.
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Esta ampliamente reportado que los CML se ven afectados por la elevada concentracion de la
fuente de carbono, ya sea por la elevada fuerza idnica del medio, presiébn osmotica y también
por represion catabdlica en la sintesis de algunas enzimas inducibles (Singhania y col. 2010);
por este motivo, se decidié evaluar de forma indirecta el crecimiento de A. brasiliensis en
medios con un amplio rango de concentraciones de sacarosa. Para esto, se monitore6 en linea

la produccion de CO; y posteriormente, se analizaron parametros relacionados a ésta.

En la figura 5 se presenta la tasa de produccion de CO. obtenida con concentraciones de
sacarosa inicial de 10 a 80 g/L. El tiempo de cultivo para todas las concentraciones fue de 79

horas.
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Figura 5. Tasa de produccion de COz2 en funcién de la concentracion inicial de sacarosa.

A medida que aumenta la concentracion de sacarosa inicial, la tasa maxima de produccion de
CO, aumenta. Sin embargo, los efectos adversos de la elevada concentracion de sacarosa
son visibles a partir de 60 g/L, ya que la tasa maxima de produccién de CO- disminuye (Fig. 5
y Tabla 4). En contraste con lo reportado por Nava (2016), los resultados difieren notablemente
ya que ella demostré que en CMS la tasa maxima de produccién de CO; en funcién del tiempo

aumenta al incrementar la concentracion de sacarosa a concentraciones de 25 a 300 g/L.

Adicionalmente, se observa que la tasa maxima de produccién de CO; se alcanza en un
periodo de tiempo de 41 a 55 horas de cultivo y es similar con lo reportado por Nava (2016),

quien reportdé que la tasa maxima de produccién de CO, a partir de concentraciones de
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sacarosa de 25 a 300 g/L se alcanza a partir de las 29 y hasta 53 horas de cultivo

respectivamente.

Posteriormente, al integrar los datos presentados en la figura 5, se obtienen las cinéticas de
produccion de CO: (Fig. 6), se aprecia que la produccion de CO- se duplica cuando aumenta
la concentracion de sacarosa de 10 a 20 g/L. Este comportamiento se observa al aumentar la
concentracion a 40 g/L. No obstante, la produccién de CO- en las concentraciones superiores
a 40 g/L demostro ser similar.
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Figura 6. Cinéticas de produccién de CO:z en funcidn de la concentracion inicial de sacarosa.

Para observar con mayor claridad como se ve afectada la tasa maxima de produccién de CO;
y la maxima produccién de CO; se presentan los valores de estas variables en funcién de la
concentracion inicial de sacarosa (Fig.7). Ambas variables alcanzan un valor maximo en la
concentracion de 40 g/L de sacarosa inicial. A partir de esta concentraciéon y hasta 80 g/L los

valores de ambas tasas son independientes de la concentracion de sacarosa inicial.
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Figura 7. Perfiles de CO2 en funcion de la concentracion inicial de sacarosa.

Con la prueba de Tukey se demostré que la media de las tasas maximas de produccién de
CO; y consumo de O, obtenidas entre 10 y 40 g/L difiere significativamente. Sin embargo, no
se encontraron diferencias significativas en las medias obtenidas con 20, 40, 60 y 80 g/L
debido a que hay mayor variabilidad en las tasas maximas de produccion de CO, obtenidas en

las ultimas dos concentraciones (Tabla 4).

Con respecto a la produccion total de CO; se determiné estadisticamente que la media de la
produccién total de CO- obtenida con 10 g/L de sacarosa inicial no difiere significativamente
de la media obtenida a 20 g/L, pero si de las medias obtenidas con el resto de concentraciones

de sacarosa (Tabla 4).

Estos resultados sugieren que a concentraciones superiores de 40 g/L de sacarosa inicial se
pueden presentar problemas de estrés osmotico o inhibicién por sustrato y, por lo tanto, la tasa

maxima y produccioén de CO, no aumentan al aumentar la concentracion de sustrato.

Nava (2016) trabaj6é con concentraciones iniciales de sacarosa de 25 a 300 g/L en CMS y
demostrd que al cultivar A. brasiliensis, la produccién de CO, aumenta de manera lineal con
respecto al aumento de la concentracion de sacarosa inicial. Ademas, sus maximas
producciones de CO; son alrededor de 3 veces mayores con respecto a los resultados
obtenidos en CML.
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Con esta comparacion se puede inferir que el CML es susceptible de problemas de estrés
osmoético o inhibicidbn por sustrato cuando se trabaja con elevadas concentraciones de

sustratos, mientras que el CMS no se ve afectado.

Los pardmetros cinéticos asociados a la produccién de CO- (tasa especifica de produccion de
CO: (1 COy), fase lag, tiempo en el que se alcanza la tasa maxima de produccion de COy)
fueron estimados a partir de los datos de produccion de CO; obtenidos con el monitoreo en
linea del cultivo a través del metabolimetro (Tabla 4). Ademéas, se midi6 la concentracion de
azucares al inicio y al final del cultivo y la biomasa. De este modo, se determiné el porcentaje

de conversién y el rendimiento biomasa sustrato.

Adicionalmente, se realizdé un analisis de varianza (ANOVA) y posteriormente la prueba de
Tukey para encontrar que parametros mantienen diferencias significativas entre las

condiciones estudiadas.

Tabla 4. Parametros cinéticos asociados a la produccién de CO,,

Concentracién de sacarosa inicial (g/L) 10 20 40 60 80
0.172 | 0.41° 0.52b 0.50° 0.45°
(0.02) | (0.03) (0.02) (0.06) (0.08)
3.342 | 94448 | 1589bc | 1755¢ | 1557 be
(0.24) | (0.51) (0.21) (2.50) (3.54)
0.192 0.152 0.14 2 0.14° 0.11¢b
(0.00) | (0.01) (0.01) (0.05) (0.06)
27.18 | 26.71 27.07 27.66 27.71
(0.08) | (0.32) (0.20) (0.58) (0.63)
41.96 | 48.79 49.38 50.38 55.96
(0.65) | (0.65) (0.06) (4.46) | (11.25)
3.94a | 6.55P 7.920c 9.04¢ 8.82¢
(0.02) | (0.45) (0.19) (1.48) (3.75)
99.692 | 99.522 | 96.572 | 78.66% | 58.76°
(0.02) | (0.06) (0.66) (8.17) (7.08)
Y (/) 0.292 | 0.232 0.14¢b 0.13° 0.13°
xls (0.00) | (0.01) (0.00) (0.00) (0.03)
El tiempo total de cultivo fue de 79 horas. Los nimeros entre paréntesis corresponden a la desviacion
estandar. Medias con letras diferentes indican diferencias significativas (prueba de Tukey).

Tasa maxima de produccién de CO> (mg/h mL)

Producciéon de CO, (mg/mL)

HCO; (1/h)

Fase lag (h)

Tiempo tasa maxima de producciéon de COz (h)

Produccién de biomasa (mg/mL)

Conversién de sacarosa (%)

El valor de la tasa especifica de produccién de CO. (LCOy) fue estimado con el modelo
exponencial y se encontré que disminuye conforme aumenta la concentracion de sacarosa en

el medio, pero en las concentraciones mas elevadas los valores son similares.
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Esto coincide con lo reportado por Nava (2016) quien demostré que la uCO; presenta valores
parecidos cuando A. brasiliensis es cultivado en CMS y utilizando sacarosa como fuente de
carbono en concentraciones mayores a 150 g/L. También, Volke y col. (2016) demostraron
que la pCOz disminuye conforme aumenta la concentracion de glucosa cuando A. brasiliensis
es cultivado en CMS y se mantiene muy parecida cuando la concentracion de glucosa es

mayor a 100 g/L.

Por su parte, el tiempo de fase lag, que se determiné mediante el logaritmo natural de los datos
de produccion de CO- donde la interseccion que se obtiene con el eje de las abscisas en la
funcion lineal corresponde con este parametro, no presento diferencias significativas (¢=0.05)

en el rango de concentraciones estudiadas.

En la tabla 4 se observa que el consumo de sacarosa disminuye (presentando diferencias
significativas en las concentraciones 10, 20 y 40 g/L con respecto a 80 g/L) a medida que

aumenta la concentracion de ésta en el medio de cultivo.

Favela-Torres y col. (1998), reportaron un comportamiento similar con el aqui reportado al
cultivar A. niger 10 en medio liquido con un medio definido y concentraciones crecientes de
glucosa (30, 50,100 g/L). Ellos encontraron que parametros como la tasa especifica de
crecimiento, el rendimiento Yx/s y la conversién de sustrato disminuyen a medida que
incrementa la concentracién de este Ultimo en el medio. Ademas, la produccién maxima de
biomasa la obtienen en un tiempo maximo de 48 horas y esta disminuye cuanto mas alta es la
concentracion de sustrato. Por otro lado, la fase lag la reportan menor a 20 horas mientras en
este trabajo se reporta alrededor de 27 horas. Esta diferencia puede ser debida a la naturaleza
de la fuente de carbono ya que, tratAndose de sacarosa, Aspergillus niger primero tendria que
sintetizar invertasa. Otra explicacién podria ser que la fuente de nitrégeno que se utilizé en el
presente trabajo es una fuente mas oxidada (nitrato de sodio) y en el trabajo reportado por
Favela-Torres y col. (1998) utilizaron sulfato de amonio y esta fuente es mas facilmente

asimilable por el hongo.

9.3. Cinética de produccién de invertasa

Con base en los resultados anteriores, se realizé una cinética de crecimiento y de produccién
de invertasa con el medio con 20 g/L de sacarosa inicial (Fig. 8). Se alcanz6 la maxima

produccion de invertasa (7.3 U/mL) y biomasa (7.97 mg/mL) a las 90 y 72 horas de cultivo,
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respectivamente. Al final del cultivo se consumié por completo la fuente de carbono (Fig. 9). El
valor de actividad invertasa obtenido fue alrededor de cinco veces mayor que el reportado
después de 96 horas de cultivo de A. niger en un medio sin optimizar con 50 g/L de sacarosa
(AshokKumar y col., 2001). Por otro lado, aun después de optimizar el medio, variando la
concentracion de la fuente de nitrégeno, fosforo y azufre y, dejando una concentracion de
sacarosa constante en el medio inicial (20 g/L), la actividad invertasa resultd ser alrededor de

cuatro veces menor (120 h de cultivo) que los resultados aqui reportados.

Utilizando los datos de produccion de biomasa y de actividad invertasa, se estimaron los
coeficientes a y 3 del modelo de Luedeking-Piret (1959) y se demostré que la produccion de

invertasa esta asociada al crecimiento (Tabla 5).

La méaxima tasa especifica de crecimiento (Umax) resulté ser mayor que la tasa especifica de
produccion de CO,(0.173 h't + 0.007). Esto puede ser debido a que la produccién de CO2 no
esta completamente asociada a la produccion de biomasa durante todo el tiempo de cultivo.
Los coeficientes de mantenimiento y de producto no asociado al crecimiento (m y B) resultaron
despreciables debido a que, en los intervalos de sus respectivas desviaciones se encontraba

el valor cero.

Tabla 5. Pardmetros estimados a través de los modelos logistico, Pirt y Luedeking-Piret para
el crecimiento de A. brasiliensis a partir de los datos de producciéon de biomasa y actividad

invertasa.
Parametro Promedio R?
tmax (hd) (8:33‘?) 0.959
m (mgS/mgXh)?2 (8822) 0.959
Yx/s (mgX/mgS) (8882) 0.959
o (UimgX) ©219) 0.954
B (U/mgXh)° (8:82}1) 0.954

m y B: ParAmetros despreciables debido a que en el intervalo de sus desviaciones se encuentra el
cero. Los nimeros entre paréntesis representan la desviacién estandar.

No obstante, el coeficiente de produccion de invertasa asociado al crecimiento demuestra que

la produccion de la enzima es asociada al crecimiento (Soto-Cruz y col., 2002).
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Figura 8. Cinética de actividad invertasa y produccién de biomasa por A. brasiliensis, con una
concentracion de sacarosa en el medio inicial 20 mg/mL.
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Figura 9. Consumo de azUcares reductores totales determinados como equivalentes de sacarosa.
Concentracion de sacarosa en el medio inicial 20 mg/mL.

El pH, es un parametro muy importante en el CML. Para favorecer el crecimiento y la actividad
de la invertasa producida se necesita que el pH en el medio esté cercano a los valores 6ptimos
de crecimiento y de actividad. Se ha reportado que la invertasa de A. niger es estable a valores
de pH de 2.9 a 6.2 y su pH 6ptimo de actividad se encuentra alrededor de 5 (Naadem y col.,
2015). En la figura 10 se presenta el cambio de pH durante el periodo de cultivo. El pH inicial

fue de 6.51 y lleg6 a un valor final de 4.15. Estos resultados coinciden con lo reportado por
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Veanay col. (2011) cuando cultivaron A. niger en medio Czapek-Dox con sacarosa 12.5 g/L y
sugieren que el pH del medio disminuye, pero se mantiene dentro de un intervalo adecuado

para el crecimiento (pH: 4-6).
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Figura 10. Cambios en el pH durante el tiempo de cultivo.

9.4. Obtencién del secretoma

El proteoma es una huella proteica de un cultivo en un estado fisiologico caracteristico (Volke
y col., 2016) En un cultivo por lote el estado fisiolégico del microorganismo depende de las
condiciones y de la edad del cultivo en particular. Es decir, bajo condiciones de cultivo
definidas, el estado fisiolégico de un cultivo depende del tiempo de incubacion. Por lo anterior,
y para realizar el estudio comparativo del secretoma de A. brasiliensis en funcion de la
concentracion de nutrientes en el medio de cultivo, las muestras para el andlisis de secretoma
se obtuvieron asociado el estado fisiolégico a la tasa maxima de produccién de CO,. Como se
observa en las Figs. 5 y 6, la tasa maxima de producciéon de CO; se aobtiene al final de la fase
exponencial de produccion de COy; es decir, en cultivos jovenes, en los que se ha producido
menos de la mitad del CO; obtenido al final del cultivo. Con base en lo anterior, se espera que
los cultivos obtenidos en este estado fisiol6gico tengan niveles bajos de actividad proteolitica
(O’donnelly col., 2001). En todos los cultivos realizados, la tasa de produccién de CO- alcanza
un valor maximo en un intervalo entre las 41 y 55 h de cultivo (cerca del 50% del tiempo total
de cultivo) lo que permite llevar a cabo el procedimiento de toma de muestras para asegurar
estados fisiologicos similares bajo las diferentes condiciones de cultivo. Este es un aspecto
muy importante ya que el andlisis del secretoma debe asegurar reproducibilidad biol6gica y

analitica.
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Las concentraciones de sacarosa seleccionadas para los estudios del secretoma fueron 20,
40, 60 g/L (baja, intermedia y maxima). Se seleccion6 20 g/L ya que, a una concentracion
menor la cantidad de proteina producida era insuficiente para su separacion por 2D-PAGE.
Por otra parte, en una concentracién superior a 60 g/L se observo que la tasa maxima de
produccién de CO; es independiente de la concentracibn de sacarosa ademas de que se
presenta crecimiento en la pared del matraz (un segundo estado fisioldgico). De este modo,
se selecciond 60 g/L como la maxima concentracion de sacarosa y 40 g/L como la

concentracion intermedia.

En la Tabla 6 se muestran los pardmetros estimados de un nuevo analisis respirométrico para
las concentraciones de 20, 40 y 60 g/L de sacarosa; estos cultivos fueron detenidos después
de alcanzar la maxima tasa de produccion de CO.. Dicha variable y la produccion de CO;
incrementaron a medida que aumenté la concentracion de sacarosa. Sin embargo, la tasa
especifica de produccién de CO: disminuyd, mostrando un comportamiento similar al
reportado por Volke y col. (2016) donde el mayor valor se obtiene con 30 g/L de glucosa y

disminuye en las concentraciones superiores hasta llegar 180 g/L.

La actividad invertasa disminuyé desde 3.9 a 0.82 U/mL al aumentar la concentracion de
sacarosa de 20 a 60 g/L. Estos resultados son similares con los reportados por Romero-Gémez
y col. (2000), quienes compararon la produccion de invertasa en tres cepas de A. niger,
empleando un medio con sacarosa (100 g/L) y encontraron que después de 60 h de cultivo

alcanz6 la maxima actividad invertasa (1.1 U/mL).

Este comportamiento en la actividad enzimatica sugiere que con concentraciones mayores a
20 g/L de sacarosa se reprime la sintesis de invertasa. Asi mismo, Robledo-Olivo y col. (2009)
demostraron que al cultivar A. niger Van Tieghem con concentraciones superiores a 25 g/L de
sacarosa, se reprime la sintesis de invertasa alcanzando un maximo de 4 U/mL a las 50 h de

cultivo.
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Tabla 6. Parametros cinéticos asociados a la produccién de CO; en las concentraciones
seleccionadas para el andlisis del secretoma.

Concentracién de sacarosa inicial (g/L) 20 40 60

b b

Tasa maxima de produccién de CO, (mg/h mL) ?04(?1; ?0%48) 8)'60%)
a b b

Produccién de CO, (mg/mL) ?62222) ?65169) ?0'3489)
0.172 0.12¢b 0.11°b

HCO: (1/h) (0.00) (0.01) (0.0)
Fase lag (h) 28.22 27.59 27.86
g (0.18) (0.41) (0.27)
Tiempo tasa maxima de produccién de CO3 (h) ?17'968‘; (521f55) (513503‘;
b b

Conversién de sacarosa (%) ?8;1; ?gé% 6(252)
Actividad invertasa (U/mL) (g'gg) (g'?i) (82?)

Medias con letras diferentes indican diferencias significativas (prueba de Tukey). Los nimeros entre
paréntesis representan la desviacién estandar.

9.5. Separacion de proteinas por peso molecular en geles SDS-PAGE

La tabla 7 presenta los valores de concentracién de proteina cuantificados para las tres
condiciones de cultivo (20, 40 y 60g/L); la cantidad de proteina extracelular concentrada

aumenta a medida que aumenta la concentracion de sacarosa en el medio inicial.

Tabla 7. Cuantificacion de proteina extracelular concentrada.

o # unidades
Sacarosa inicial (g/L) ] Proteina (ug/mL)
experimentales
20 8 80.6 (16.4)
40 2 423.7 (6.9)
60 3 577.2 (12.3)

Determinacién con método BCA. Los nimeros entre paréntesis representan la desviacién estandar.

Con la finalidad de observar la reproducibilidad en las muestras biologicas se realizaron geles
SDS-PAGE de dos muestras por duplicado (Fig. 11). Se demostro la reproducibilidad entre las
réplicas biologicas y analiticas, y que predomind la presencia de proteinas de alto peso
molecular; éstas dltimas, disminuyen cuando aumenta la concentracién de sacarosa en el
medio. De igual manera, se distinguen bandas intensas y bien definidas alrededor de 150y 75
kDa. Estas bandas sugieren la presencia de dos subunidades de invertasa, ya que esta enzima

ha sido reportada en especies de Aspergillus con dos subunidades de 71 a 116 kDa (Hocine
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y col.,, 2000). Estos resultados difieren de Nava (2016), quien reporté una distribucién
homogénea de las proteinas en cada carril, con mayor intensidad en la zona de bajo peso
molecular. Esta diferencia sugiere que el secretoma obtenido en CML es diferente que el
obtenido en CMS, lo cual puede deberse entre otras cosas, a modificaciones
postraduccionales, isoformas de las proteinas, y modificaciones quimicas durante el
procesamiento, que pueden resultar en protedlisis (Duquesnoy y col., 2009).

1 2 3
(SR )
| ! !
" -
-

1 2
™ XD

| 0
1

| -
‘ "

4
" -
. » .
" iy
LA v A 10—

I & 310
s

n | ..

Figura 11. Geles SDS-PAGE de los extractos proteicos extracelulares. A) 20 g/L sacarosa inicial. B)
40 g/L sacarosa inicial. C) 60 g/L sacarosa inicial. Carriles 1,2 y 3,4 son replicas analiticas de dos

réplicas biolégicas diferentes. En cada carril se cargaron 90 pg de proteina.

9.6. Separacion de proteinas por geles 2D-PAGE

En una primera etapa, se separaron proteinas en un rango de pH de 3-10, encontrando
principalmente proteinas &cidas (pl: 3-5). Sin embargo, en las imagenes de los geles se
observo poca resolucion que no permitiria un buen analisis via “software”. Por este motivo, se
decidi6 separar las proteinas en un rango de pH de 4-7. Los resultados obtenidos fueron
similares a los obtenidos por Han y col. (2010), ya que ellos reportan proteinas acidas con
mejor separacion en un rango de pH de 4-7, cuando cultivaron A. terreus con concentraciones

de sacarosa inicial de 30-100 g/L en CML.

A partir de un analisis de cuatro replicas (dos biolégicas y dos analiticas) de los geles 2D-
PAGE de los extractos proteicos extracelulares obtenidos con 20, 40 y 60 g/L de sacarosa

inicial, realizado con el software PDQuest se llego a los geles maestro (Fig. 12).

En los tres geles maestro, uno para cada concentracion inicial de sacarosa, se observa que
las proteinas acidas se encuentran en mayor abundancia; ademas hay presencia de varias
isoformas de proteinas de elevado peso molecular y poca presencia de proteinas neutras y
alcalinas que se quedaron aglomeradas en el extremo superior derecho de cada gel (pH: 7).
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Figura 12. Geles maestros de los extractos proteicos extracelulares de A. brasiliensis obtenidos por
CML con concentraciones iniciales de sacarosa. (a) 20 g/L, (b) 40 g/L y (C) 60 g/L. La separacion por
punto isoeléctrico se hizo con IPG con un rango de pH de 4 a 7 y la separacién por peso molecular se

hizo con geles SDS-PAGE con T=12%.
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Al comparar los geles maestro, se encontrd que el nimero de “spots” disminuye a medida que
incrementa la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo, coincidiendo con los
resultados reportados por Han y col. (2010), quienes demostraron que la secrecion de
proteinas por A. terreus disminuye cuando se cultiva en medio liquido con elevadas
concentraciones de glucosa y sacarosa. Sin embargo, puede resaltarse que los niveles de
secrecidn de proteinas reportados para A. brasiliensis en CMS con concentraciones crecientes
de glucosa y sacarosa son inversos a los aqui reportados, mostrando que la elevada
concentracion de la fuente de carbono no tiene efectos adversos sobre la secrecion de
proteinas cuando se cultiva en CMS (Salgado, 2015; Nava, 2016).

El analisis cuantitativo de los geles con el software PDQuest demostro la presencia de un total
de 176 “spots” que se distribuyeron de la siguiente manera: 71 en la condicién de 20 g/L de
sacarosa, 64 en la condicioén de 40 g/L, y 41 en la condicion de 60 g/L. Las condiciones 60 y
40 g/L mostraron mayor similitud en la distribucién de los “spots” con respecto a la condicion
de 20 g/L (Fig. 13).

20g/L
57
2 2
10
] 24 28
60g/L 40g/L

Figura 13. Distribucién de los spots identificados en cada condicion.

9.7. Seleccion de “spots” y andlisis por LC-MS/MS

Una vez realizado el andlisis de los geles se procedi6 a seleccionar los “spots” de acuerdo a

los siguientes criterios (Carrillo y col., 2016):

o Cambio en la intensidad normalizada de un spot identificado en las tres

concentraciones.
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o Que el “spot” aparezca solo en una concentracion.

o Que el “spot” esté presente en dos de las tres concentraciones.

Un dltimo criterio considerado fue el coeficiente de variaciéon (C.V.) de la intensidad
normalizada de los “spots”. Este coeficiente se determiné dividiendo la desviacion estandar
entre el promedio de cada uno de los “spots” (cada “spot” por cuadruplicado). De este modo,

se definieron dos categorias para recuperar los spots: % C.V: 0-25 y 25-50.

Con los criterios definidos, se seleccionaron 28 “spots, se recuperaron y analizaron por LC-
MS/MS (Tabla 8). Para demostrar si habia diferencias significativas en la intensidad
normalizada de los “spots” presentes en dos o en las tres condiciones se realizé un ANOVA'y
prueba de Tukey con a=0.05. A continuacién (Fig. 14 y Tabla 7), se presenta la distribucion de
los “spots” seleccionados.

20 g/L
9
0 2
6
1 8 2
60 g/L 40 g/L

Figura 14. Distribucién de los spots seleccionados para el andlisis LC-MS/MS.
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Tabla 8. Caracteristicas de los “spots” seleccionados para analisis LC-MS/MS.

FATA * 173 ” “* ” 113 ”
Condicion l\‘l‘ombf’e Intensidad C.vV Fold Cambio en la abundancia Imagen “spot” 20 Imagen “spot” 40 Imagen “spot” 60
g/L spot % g/L g/L g/L
20 SSP8001 85,100 75.80
2 400000 aalkd
60/20:3.82 | ©
40/20:2.81 | 2 ,40000 ,
40 SSP7001 238,782 75.39 2 . :
Probabilidad: - 0 ‘
0.10 20g/L 40g/L 60g/L " @}
60 SSP9002 325,446 29.45 Sacarosa
20 SSP2002 667,966 52.99 1200000 -
60/20: 0.17 8 800000
40/20: 0.35 a
$ 400000 ! ;
40 SSP3002 241,522 58.30 | brobabilidad: | £ o : :
0.02 0 l
20#60 20g/L 40g/L 60giL " ] =
60 SSP4202 116,479 59.01 Sacarosa
20 SSP1001 1,600,800 56.35 —
60/20: 0.14 J 2000000
40/20: 0.12 2
S 1000000
40 SSP0101 186,582 160.90 | b o1 - bilidad: g e !
0.01 0 ‘
20#40,60 209/l 40glL 60glL L
60 SSP2101 226,010 14.57 Sacarosa
. 400000
20 SSP5502 236,715 41.20 | 000 0.21 - . . ‘
40/20:0.18 | 3 ) o :
@ 200000 ' N
40 SSP6604 42,433 99.56 L
Probabilidad: | = . rh ., s
4.98E-03 20glL 40g/L 60g/L ' .
60 SSP7903 49,642 76.80 20#40,60 Sacarosa

*(C.V: Coeficiente de variacion; ND: No detectado; Probabilidad: valor determinado mediante ANOVA, menor a 0.05 significa que hay diferencias
significativas; circulos rojos para sefializar “spots”).
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Tabla 8. Caracteristicas de los “spots” seleccionados para andlisis LC-MS/MS (continuacion).

A *, “ ” “ ” 113 ”
Condicion l\‘l‘ombf,e Intensidad C.vV Fold Cambio en la abundancia Imagen “spot” 20 Imagen “spot” 40 Imagen “spot” 60
g/L spot % g/L g/L g/L
400000
20 SSP4502 142,870 125.86 60/20: 0.24 3 :
40/20: 2.07 ° . ,
@ 200000 ;
40 SSP6602 296,188 25.69 | Probabilidad: | £ 1 :
0.01 T, . L= i
40760 20g/lL 40g/lL 60g/L . .
60 SSP7901 34,572 44.74 Sacarosa
20 SSP6201 265,117 24.75 -
T 400000
60/20: 0.49 g
40/20:0.85 | @
40 SSP7203 | 226,212 | 74.36 g 200000 N
Probabilidad: = |-}|
0.30 ° 20 g/L I 40 g/L I 60 g/L I " ‘
g g g
60 SSP9401 130,930 36.96 Sacarosa
20 SSP8301 942,386 7.70 ‘ & 1000000
40/20:0.08 s
. 2 500000
Probabilidad: | § 0]
40 SSP7202 74,887 36.78 3.26E-06 £
20#40 Y
20 g/L 40g/L p
60 ND ND ND Sacarosa
20 SSP5402 254,453 48.60 400000
40/20:0.03 | g
K=}
- ‘@ 200000
Probabilidad: c
40 SSP6201 7,498 91.57 0.14E-03 E ‘
20#40 0 l
20 g/L 40 g/L "
60 ND ND ND Sacarosa

*(C.V: Coeficiente de variacion; ND: No detectado; Probabilidad: valor determinado mediante ANOVA, menor a 0.05 significa que hay diferencias
significativas; circulos rojos para sefializar “spots”).
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Tabla 8. Caracteristicas de los “spots” seleccionados para analisis LC-MS/MS (continuacion).

HPA *i “* ” 173 ” 113 ”
Condicion l\‘l‘ombr”e Intensidad CV Fold Cambio en la abundancia Imagen “spot” 20 Imagen “spot” 40 Imagen “spot” 60
g/L spot % g/L g/L g/L
20 ND ND ND
e}
60/40: 4.96 | 8 40000
‘B )
40 SSP6003 2,664 84.23 | Probabilidad: é 20000 )
0.32 - o = S !
40 g/L 60 g/L . g
60 SSP9001 13,225 147.56 Sacarosa
20 ND ND ND
i -
. S 400000 e
60/40: 0.64 8 . £
S 200000 v T
40 SSP5502 310,420 34.48 | Probabilidad: 9] ’
0.11 = 0
40 g/lL 60 g/L :
» .
60 SSP6702 197,234 30.13 Sacarosa
20 ND ND ND R _—
60/40: 0.44 8 600000 ~ -
3 B
Probabilidad: @ 300000
40 SSP5501 627,725 23.42 4.48E-03 £
40#60 0
40 g/L 60 g/L . -
60 SSP5703 278,792 20.75 Sacarosa
20 ND ND ND I
60/40: 0.71 | § 400000 : '
. 2 200000
40 SSP4502 285,789 47.08 | Probabilidad: | &
0.38 = 0
40 g/L 60 g/L ’
-
60 SSP5702 202,643 55.82 Sacarosa

*(C.V: Coeficiente de variacion; ND: No detectado; Probabilidad: valor determinado mediante ANOVA, menor a 0.05 significa que hay diferencias
significativas; circulos rojos para sefializar “spots”).
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Tabla 8. Caracteristicas de los “spots” seleccionados para analisis LC-MS/MS (continuacion).

H .z *| [13 ” [13 ” [13 ”
Condicion l\‘l‘ombr”e Intensidad CV Fold Cambio en la abundancia Imagen “spot” 20 Imagen “spot” 40 Imagen “spot” 60
g/L spot % g/L g/L g/L
20 ND ND ND
- I -
60/40:0.80 | .§ 400000 . v
3 -
40 SSP4501 196,975 58.15 | Probabilidad: | & 290000 '
0.65 £ , ,
0
40 g/L 60 g/L L .
60 SSP4601 157,492 76.06 Sacarosa
20 ND ND ND 4000000
he]
60/40: 0.50 8
‘@ 2000000
40 SSP3904 1,912,215 60.76 | Probabilidad: g
0.15 £ 0 ‘
409l 60g/L it
60 SSP5901 959,355 15.04 Sacarosa
20 ND ND ND 200000
e}
60/40: 0.74 S
@ 100000 :
40 SSP3601 118,442 65.92 | Probabilidad: 2 ! '
0.54 = o ‘ {
40 g/L 60 g/L | g
60 SSP5801 87,956 59.59 Sacarosa
20 ND ND ND
60/40: 2.55 2 400000
e
40 SSP2304 130,805 | 93.97 | Probabilidad: | & 200000
0.03 =
40#60 0
40 g/lL 60 g/L -
60 SSP3502 334,107 23.12 Sacarosa

*(C.V: Coeficiente de variacion; ND: No detectado; Probabilidad: valor determinado mediante ANOVA, menor a 0.05 significa que hay diferencias
significativas; circulos rojos para sefializar “spots”).
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Tabla 8. Caracteristicas de los “spots” seleccionados para analisis LC-MS/MS (continuacion).

e *i [13 ” [13 ” 13 ”
Condicion l\‘l‘ombf,e Intensidad (OAY] Fold Cambio en la abundancia Imagen “spot” 20 Imagen “spot” 40 Imagen “spot” 60
g/L spot % g/L g/L g/L
20 ND ND ND
- 600000
] -|— '
2 400000 .
c
: [
40 SSP2102 396,836 52.45 ND £ 200000
0 .
40g/L
60 ND ND ND Sacarosa
20 SSP6401 752,889 4.00
< 1000000
(]
ke
2 500000
40 ND ND ND ND g
- 0
20 g/L
60 ND ND ND Sacarosa
20 SSP5401 301,542 26.80 400000
3 T
[}
= 1
@ 200000
40 ND ND ND ND [ 4
=
0
20 g/L
60 ND ND ND Sacarosa
20 SSP5201 78,492 58.90 150000
k
T 100000 T
[%]
40 ND ND ND ND & 50000 J_
£
0
20 g/L
60 ND ND ND Sacarosa

*(C.V: Coeficiente de variacion; ND: No detectado; Probabilidad: valor determinado mediante ANOVA, menor a 0.05 significa que hay diferencias
significativas; circulos rojos para sefializar “spots”).
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Tabla 8. Caracteristicas de los “spots” seleccionados para analisis LC-MS/MS (continuacion).

HPS4 *, “ ” @ ” 113 ”
Condicion l\‘l‘ombf,e Intensidad CV Fold Cambio en la abundancia Imagen “spot” 20 Imagen “spot” 40 Imagen “spot” 60
g/L spot % g/L g/L g/L
20 SSP8401 92,797 17.42 150000
e} |
S 100000 T
a 1 =
40 ND ND ND ND $ 50000 '
£
0
20 g/L
60 ND ND ND Sacarosa
20 SSP9401 100,277 1.33 150000
©
S 100000
2
40 ND ND ND ND £ 50000 i "
- 0
20 g/L
60 ND ND ND Sacarosa
20 SSP6601 138,984 41.13 300000 :
e}
(]
200000 |
3 I
40 ND ND ND ND £ 100000 1 s
0
20 g/L
60 ND ND ND Sacarosa
20 SSP88o1 91,036 16.47 150000
e}
(]
100000 T
E T
40 ND ND ND ND S 50000 "
S
0
20 g/L
60 ND ND ND Sacarosa

*(C.V: Coeficiente de variacion; ND: No detectado; Probabilidad: valor determinado mediante ANOVA, menor a 0.05 significa que hay diferencias
significativas; circulos rojos para sefializar “spots”).
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Tabla 8. Caracteristicas de los “spots” seleccionados para andlisis LC-MS/MS (continuacion).

Condiciéon

Nombre

*C.V

Imagen “spot” 20

. . . Imagen “spot” 40 Imagen “spot” 60
g/l “spot” Intensidad % Fold Cambio en la abundancia g/l g/l gL
20 SSP6501 129,503 15.69 200000
g T
=]
‘@ 100000 =
40 ND ND ND ND i3] %
=
0
20 g/L
60 ND ND ND Sacarosa
20 SSP3501 92,708 10.09 150000
B
S 100000 T
c
40 ND ND ND ND £ 50000
0
20 g/L
60 ND ND ND Sacarosa

*(C.V: Coeficiente de variacion; ND: No detectado; Probabilidad: valor determinado mediante ANOVA, menor a 0.05 significa que hay diferencias
significativas; circulos rojos para sefalizar “spots”).
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9.8. Identificacion y caracterizacion de proteinas

Para identificar las proteinas sometidas a digestion triptica y analisis por LC-MS/MS se usé la

base de datos del proteoma de la cepa Aspergillus niger CBS 513.88.

Con la informacion obtenida del analisis de espectrometria de masas se realiz6 la comparacion
(“Blast”) de secuencias de péptidos con las de proteinas encontradas en bases de datos. Con
la herramienta “Protein Blast” (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), se identificaron 30

proteinas provenientes de los 28 “spots” seleccionados (Tabla 9). Para cada proteina

identificada se obtuvo la siguiente informacion:

o Porcentaje de identidad

o Porcentaje de cobertura
o Numero de identificacion
o Numero de Aminoacidos

o Gen

Para obtener informacion sobre las funciones biolégicas y moleculares de las proteinas, asi
como su localizacion celular, peso molecular y punto isoeléctrico teéricos se emplearon las

bases de datos “AspGD” (http://www.aspergillusgenome.org/), “UniProt”

(http://www.uniprot.org/) y “ExPASY” (http://web.expasy.org/compute pi/).

Para proteinas con actividad enzimatica se empleé la base de datos “KEGG”

(http://www.keqd.jp/kega/kegg2.html), con la cual se obtuvo informacién relevante, como el

namero de clasificacién de las enzimas y rutas metabdlicas en las que participan.

También se identificé la familia a la que pertenecen las proteinas (http:/pfam.xfam.org/), y las

vias de secrecion clasica “Signal P 4.1 server” (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) y no

convencionales “Secretome P 2.0 server” (http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP).
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Tabla 9. Caracteristicas de las proteinas identificadas a partir del secretoma de A. brasiliensis.

Concentracion

Nombre del

PM

% de

% de

., . ~ . *
(g/L) gen Nombre Funcion biolégica No. EC | pl (kDa) | cobertura | identidad SecP | *Loc
Oxidorreductasa con Procesos de oxidacion-
20, 40, 60 An11g03740 dominio de unién a EAD reduccion 1.-.-.- 44 | 61.3 100 50 0.85 | CCD
Procesos de oxidacion-
Oxigenasa reduccion, biosintesis de
20, 40, 60 An03g00460 dependiente de FAD asperfuranona, biosintesis de 1536 | 48] 547 92 84 0.78 Ext
fumiquinazolina C
Procesos de oxidacion-
20, 40, 60 An01g14740 Glucosa oxidasa reducciéon, metabolismo de 1.1.34 |51 | 656 100 93 0.86 Int
alcohol
Procesos de oxidacion-
20,40,60 | An09g05940 |  Sulfidril oxidasa reduccion, respuesta celulara |y 55| 440 | 100 100 | 070 | Ext
micotoxinas, biosintesis de
gliotoxina
Procesos de oxidacion-
20, 40, 60 An01g01820 Catalasa R reduccion, respuesta a estrés 1.11.16 | 5.7 | 81.0 77 92 0.75 Int
oxidativo
20, 40,60 | An03g06550 Glucoamilasa Procesos de metabolismode | 5544 | 40 | 683 100 100 0.85 | Ext
polisacéaridos
20 An12g08280 Inulinasa Procesos de catabolismode | 55156 [ 51 | 592 100 97 0.86 | Ext
sacarosa
20, 40,60 | An03g00940 E”d°'1’4't|’:elta'x"a”asa Procesos di”‘ﬁgbo“smo del | 3518 |66/ 355 84 58 0.76 | Ext
20, 40, 60 An01g00780 End0-1,4-b§ta-X|Ianasa Procesos di”(;a:]tsbollsmo del 3218 | 51| 241 72 63 0.98 Ext
20 AN01g11010 |  Glicosidasa crfl Procesos de metabolismode | 357 | 38| 400 | 100 69 | 069 | Ext
carbohidratos
Adhesién de simbionte a
huésped, organizacién de la
20 An07g07530 Glicosidasa crf2 pared celular fungica, 32.1- | 41| 416 100 69 069 | Ext
crecimiento del organismo
unicelular como un hilo de
células unidas: patogénesis
40, 60 An07g09330 |  L:A-beta-D-glucan Procesos de catabolismode | 55197 | 39 | 482 100 73 0.86 | CCD

celobiohidrolasa B

glucano

*(ND: Datos no disponibles; SecP: SecretomeP >0.6 indica que las proteinas pueden ser secretadas por vias no convencionales; CCD: componente celular

desconocido, Ext: extracelular, Int; intracelular; pl y PM determinados con AGD y UniProt; % de cobertura y % de identidad determinados con BlastP).
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Tabla 9. Caracteristicas de las proteinas identificadas a partir del secretoma de A. brasiliensis (continuacion).

Concentracion | Nombre del L PM % de % de .
(/L) gen Nombre Funcion biol6gica No. EC | pl (kDa) | cobertura | identidad SecP | *Loc
20,40,60 | An11g03340 | Alfa-amilasa A tipo 1/2 | " 10Cesos de catabolismode | 5519 | 45| 552 100 100 085 | Ext
carbohidratos
alfa-N- Procesos de metabolismo de L- Ext
40, 60 An15g02300 . . arabinosa, Procesos de 3.2.155 | 4.0 | 53.0 96 100 0.88
arabinofuranosidasa B ; . Int
catabolismo de pectina
. Procesos de catabolismo de Ext
20, 40, 60 An18g03570 Beta-glucosidasa A carbohidratos 3.2121 | 44| 93.2 98 75 0.75 Int
20, 40 An02g04900 E“d"po"gaéa‘:t“m“asa Procesos dpig;‘;ibo"sm de 132115 |68 | 37.8 72 100 0.52 | Ext
40 An14g02760 |  Endoglucanasa A Procesos de catabolismode | 3514 | 43 | 259 100 72 0.87 | ccb
glucano y xiloglucano
20,40,60 | An16g06800 | Endoglucanasa B Procesos gleu‘égtnag’o"smo de | 3216 | 43| 453 100 56 0.33 | Ext
20 An03g05290 glucan er_1do-1,3-beta— Procesos de m_etabollsmo de 32158 | 41 | 463 84 97 061 | Ext
glucosidasa egIC carbohidratos
1,3-beta- Procesos de metabolismo de
20 An03g06220 | glucanosiltransferasa bohid 241.- | 48| 65.9 100 48 0.58 | Ext
(gel3) carbohidratos
Proceso de biosintesis de beta-
glucano de la pared del
ascosporo, ensamblaje de
prospéras tipo ascospora,
1,3-beta- respuesta celular a farmacos,
20, 40, 60 An10g00400 | glucanosiltransferasa formacion de conidios, ND 45| 485 100 70 0.40 Ext
(gell) biosintesis de la pared celular
de tipo fangico (1-> 3) -beta-D-
glucano, organizacion de pared
celular, respuesta al frio,
respuesta al estrés salino
Procesos de catabolismo de
20,40,60 | An01g01540 Trehalasa 4cida trehalosa, respuesta celulara | 55 1 55 | 46 | 1162 100 100 0.79 | Ext
desecacion, etanol y
congelamiento

*(ND: Datos no disponibles; SecP: SecretomeP >0.6 indica que las proteinas pueden ser secretadas por vias no convencionales; CCD: componente celular

desconocido, Ext: extracelular, Int; intracelular; pl y PM determinados con AGD y UniProt; % de cobertura y % de identidad determinados con BlastP).
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Tabla 9. Caracteristicas de las proteinas identificadas a partir del secretoma de A. brasiliensis (continuacion).

Conc(egr}tLr)amon Nomgberr:e del Nombre Funcién bioldgica No. EC pl (kP[';/;) co(l;/oe?tira ideO/r(;t?(?ad SecP | *Loc
240,60 | An14g02470 Tr'pept";'('eﬁzep“dasa Procesos de protedlisis 34.149 | 54| 657 73 100 0.76 | ccb
Endopeptidasa
40, 60 An149g04710 aspartica de tipo Protedlisis 3.4.23.18 | 4.2 | 41.3 100 53 0.80 Ext
aspergilopepsina A
Patogénesis, respuesta celular
20 An04g01230 Proteina ecm33 a deficiencia de nutrientes, a ND 41| 411 100 89 0.71 | Ext
farmacos, a estimulo biético
Purina nucledsido Transporte de nucleésidos,
20, 40, 60 An10g00800 permeasa transporte transmembrana ND 46 | 43.6 100 100 0.90 Int
20 An16908870 Triacil glicerol lipasa Actividad hidrolasa 3.1.1.3 |52 ] 593 100 95 0.80 ND
20, 40, 60 An02g00190 Amidasa Actividad amidasa 3514 46 | 63.1 100 95 0.79 Intr
Cadena A, estructura
20, 40, 60 ipuA cristalina de Actividad isopululanasa 3.2157 | 48| 615 100 83 0.78 Ext
isopululanasa
mannosil-oligosacarido Procesos de esporulacion
20 An01g12550 alfa-1,2-manosidasa asexual, glicosilacion ligadaa | 3.2.1.113 | 4.6 | 55.9 67 100 0.49 | Ext

1B

N-terminal

*(ND: Datos no disponibles; SecP: SecretomeP >0.6 indica que las proteinas pueden ser secretadas por vias no convencionales; CCD: componente celular

desconocido, Ext: extracelular, Int; intracelular; pl y PM determinados con AGD y UniProt; % de cobertura y % de identidad determinados con BlastP).
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De las 30 proteinas identificadas, 4 son intracelulares, 2 estan reportadas como intracelulares
y extracelulares, de 5 no se encontré informacion sobre la localizacion y las 19 proteinas

restantes fueron extracelulares.

La mitad de las proteinas identificadas son proteinas cuya funcion es metabolizar
carbohidratos, se encontraron 5 proteinas que participan en procesos de oxidacion-reduccion.
Unicamente se identificaron 2 proteinas con funcion de protedlisis y 2 con funcién de

patogénesis, las seis proteinas restantes contaron con funcion diferente cada una (Fig.15).

L Patogénesis,
Protedlisis, 2

Figura 15. Clasificacion de las proteinas identificadas de acuerdo a su funcién bioldgica.

Con respecto a la secrecion de proteinas, 27 proteinas presentaron evidencia de tener
secuencias de péptido sefial; es decir, presentan evidencia de que son secretadas por la via
convencional a través del reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y endosomas mediante el
reconocimiento de secuencias especificas que sefializan que deben ser secretadas. La
glicosidasa crf2, la endopeptidasa aspartica de tipo aspergilopepsina A y la cadena A:
estructura cristalina de isopululanasa no presentaron evidencia de tener péptido sefial. Sin
embargo, con la base de datos “Secretome P 2.0 server” se encontré6 que pueden ser

secretadas por vias no convencionales (Tabla 8).

El efecto de la concentracion inicial de sacarosa en el secretoma de A. brasiliensis no se evalud

mediante un analisis de abundancia de las proteinas debido a que, durante la escision del
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mismo “spot” expresado en las tres concentraciones (20, 40 y 60 g/L), se seleccion6 el mas
intenso para representar las tres concentraciones de sacarosa. Sin embargo, mediante el
analisis de actividad enzimética reportado en la seccién 9.4 se demostré el efecto de la
concentracion inicial de sacarosa sobre la actividad invertasa (primera actividad hidrolitica en

el catabolismo de la sacarosa).

El metabolismo de la sacarosa juega un papel importante en el desarrollo de los
microorganismos y su respuesta al estrés, principalmente por la generacién de azlcares que
son empleados como fuente de carbono para el crecimiento y la sintesis de diferentes
compuestos como proteinas. Ademas, la sacarosa misma o sus productos de hidrélisis

participan como sefial en la regulacion de diversos genes (Yong-Ling, 2014).

De hecho, el consumo de glucosa (producto de la hidrélisis de sacarosa) puede ocurrir por dos
vias: degradacion catabdlica a través de la via de la glucdlisis o por oxidacion extracelular

mediada por la glucosa oxidasa (Lu y col., 2010).

A continuacion, se presenta una ruta general del metabolismo de la sacarosa donde se sefialan
algunas de las enzimas identificadas por LC-MS/MS. Se disefi6 con base en la ruta metabdlica
general de metabolismo de sacarosa y almidon propuesta por la base de datos KEGG para A.
niger. La sacarosa es hidrolizada por la inulinasa produciendo D-fructosa y D-glucosa. La D-
fructosa es transformada a D-glucosa-6P y posteriormente se transforma en glucosa uracilo-
difosfato (UDP-glucosa), que participa como sustrato en el metabolismo de azlcares-
nucleétidos y puede ser utilizado como precursor de lipopolisacaridos y glicoesfingolipidos
(Volke y col., 2016). La D-glucosa es metabolizada por la via de la glucélisis o puede ser
transformada a almidén y trehalosa que, al final son hidrolizados por la glucoamilasa y la

trehalasa respectivamente, dando como producto nuevamente D-glucosa (Fig. 16).
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D-Fructosa '—[ Inulinasa ]7 SACAROSA Irm staboliemo de aziicares- ‘\I
I nucledtidos I

H . D-Glucosa |
exoquinasa —— UDP-Glucosa

Glucan endo-1,3-p-
glucosidasa eglC

Glucan1,3-p- ] UTE- |‘ 1P [ l
. glucosa I Trehalosa-6P
[ glucosidasa [ uridiltransferasa ] [ Almiddn sintetasa sintetasa

a-D-Glucosa-6P

1,3-B-glucano Amilosa Trehalosa-6P
TR [ Fosfoglucomutasa ]
.3-B-glucano
sintetasa Enzima ramificadora 1,4-a- Trehalosa-6P
glucano fosfatasa
D-Fructosa-6P [ {f“-lucusa-EF" ————— D-Glucosa-6P
isomerasa
Almidon Trehalosa
Glucageno

Maltosa -—[ A-amilasa tipo 1/2 ] [Glucuamilasa] [ a-trehalasa ]

| |

Dextrina D-Glucosa

Figura 16. Ruta general del metabolismo de sacarosa por A. brasiliensis. Recuadros sombreados corresponden a enzimas del secretoma
identificadas por LC-MS/MS.
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9.8.1. Proteinas que participan en el metabolismo de carbohidratos

Algunas de las proteinas que se identificaron, son enzimas que se sintetizan a nivel constitutivo
y que participan en el metabolismo de polisacaridos, como la glucoamilasa (GlaA) y la alfa
amilasa (AamA) con punto isoeléctrico (pl) de 4.0 (ambas) y peso molecular teéricos de 68.3
y 55.2 kDa, respectivamente. Estas dos enzimas catalizan la hidrélisis de almidon y
previamente se reportaron dos isoformas de alfa amilasa y tres isoformas de glucoamilasa por
Carrillo y col. (2016) en un estudio del secretoma de A. niger 10 con pl entre 4-5y 3-5 y peso
molecular de 50 y 75-100 kDa, respectivamente. La secrecion de diferentes isoformas de estas
dos enzimas esta influenciada por la concentracion inicial de sustrato (120 g/L glucosa) en el
medio de cultivo ademas de modificaciones postraduccionales (Carrillo y col., 2016). La
xilanasa es una enzima que participa en la hidrdlisis del xilano. En 1988, Wong y col.
clasificaron las xilanasas de dos formas, de acuerdo a sus productos de hidrélisis: xilanasa
que libera arabinosa y xilanasa que no libera arabinosa. Los hongos son capaces de producir
estos dos tipos de xilanasa; aunado a esto, los elevados niveles de produccion de xilanasa los
hace importantes a nivel industrial (Polizeli y col., 2005). En este trabajo se encontraron dos
isoformas de xilanasa, la endo-1,4-beta-xilanasa F1y la endo-1,4-beta-xilanasa A (XynA 'y Xyn
B) con punto isoeléctrico y peso molecular teéricos de 6.6, 35.5 kDa y 5.1, 24.0 kDa,
respectivamente. Ambas pertenecen a las xilanasas que no liberan arabinosa como producto

de la hidrdlisis.

La inulinasa es una isoforma de la invertasa con actividad hidrolitica sobre inulina; sin
embargo, en presencia de sacarosa presenta actividad invertasa. Se ha demostrado que A.
brasiliensis en CMS sintetiza tres isoformas de inulinasa y dos isoformas de invertasa. Todas
estas isoformas difieren en el peso molecular, debido posiblemente al grado de glicosilacion
de cada enzima (Nava, 2016). En el presente trabajo Unicamente se encontré una inulinasa
con peso molecular tedrico de 59.1 kDa y punto isoeléctrico de 5.1. De igual forma se
identificaron otras enzimas previamente reportadas: B-glucosidasas (Volke y col., 2016;
Ferreira de Oliveira y col., 2011), trehalasa (Nava, 2016) que participan en el metabolismo de
sacarosa y polisacaridos. La isopulalanasa (IpuA) es otra de las enzimas identificadas que ha
sido reportada con aplicacion en industrias de jarabes de glucosa y maltosa por su capacidad

para degradar almidén a glucosa o maltosa (Malviya y col., 2010).

62



9.8.2. Proteinas que participan en reacciones de oxidacion-reduccién

Las enzimas Glucosa oxidasa (GoxC) y catalasa R (CatR) fueron identificadas en el secretoma
de A. brasiliensis como enzimas intracelulares. Sin embargo, se encontrdé que éstas pueden
ser secretadas por vias no convencionales (Tabla 9). Se trata de enzimas que participan en
procesos de oxidacion-reduccién que han sido reportadas en el secretoma de A. niger por Lu
y col. (2010), y por Ferreira de Oliveira y col. (2011) cuya presencia extracelular puede ser
justificada porque cuando la glucosa es oxidada a acido gludnico que se metaboliza a través
de la via de las pentosas fosfato se requiere la enzima GoxC. Como uno de los productos de
dicha reaccioén se produce perdxido de hidrégeno, que es degradado por la catalasa, evitando

asi el dafio oxidante en las células.

También se identificé sulfidril oxidasa (Sox), lo que sugiere la presencia de glutation reducido
que fue oxidado a glutation disulfuro, con la liberacién de perdxido de hidrégeno (Lu y col.,
2010; Ferreira de Oliveira y col., 2011).

9.8.3. Proteinas con funcién de patogénesis

La glicosil fosfatidil inositol (GPI) proteina ecm33 y la glicosilasa crf2 han sido reportadas en
el secretoma de A. terreus y A. brasiliensis como proteinas ancladas a la pared celular (Han y
col., 2010; Volke y col., 2016). En C. albicans se han reportado como componentes de la
membrana plasmatica con funcién de patogénesis, respuesta a estimulos biéticos y respuesta
a deficiencia de nutrientes, mientras que en A. fumigatus se han reportado con funcién de

respuesta a farmacos.

9.8.4. Proteinas con funcidn proteolitica

En el secretoma de A. brasiliensis se identificaron dos proteasas, incluyendo la endopeptidasa
aspartica de tipo aspergilopepsina A (PepA) y la Tripeptidil-peptidasa sed2. Previamente se
encontrd que la PepA fue secretada por A. niger cuando fue cultivado con maltosa como fuente
de carbono (Lu y col., 2010). Por su parte, Oda y col. (2006) reportaron que A. oryzae secreta
dicha enzima Unicamente en condiciones de CMS. Ademas, se demostro que esta enzima es
de las proteasas mas abundantes que secreta A. niger cuando existe deficiencia de nutrientes

en el medio de cultivo (Braakma y col., 2010).
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9.8.5. Proteinas bajo expresadas

De las 30 proteinas identificadas, 3 se encontraron bajo-expresadas con el aumento de la
concentracion de sacarosa: glucoamilasa (GlaA), glucosa oxidasa (GoxC) y endo-
poligalacturonasa C (PgaB). La GlaA y la GoxC fueron encontradas en multiples spots:
SSP2002, SSP3002, SSP4202, SSP8301 y SSP7202, posiblemente debido a modificaciones
postraduccionales que originaron isoformas de las enzimas, o a modificaciones quimicas
durante el procesamiento de las muestras que originaron ruptura entre aminoacidos de las

enzimas (Duquesnoy Yy col., 2009).

Se ha reportado que la glucosa juega dos papeles en la sintesis de enzimas degradadoras de
polimeros; por un lado, como producto de la hidrdlisis del almidén, puede inducir la expresiéon
del gen glaA que codifica para la glucoamilasa. Sin embargo, al ser un carbohidrato facilmente
metabolizable y al acumularse en el medio de cultivo (CML) en concentraciébn mayor a 3.6 g/L
se convierte en represor del gen glaA de A. niger (Ganzlin y Rinas, 2008). También esta
reportado que la sintesis de glucoamilasa extracelular por A. terreus en CML es reprimida
cuando la concentracion de glucosa en el medio es mayor a 2.2 g/L (Ghosh y col., 1990). En
la Tabla 8 se aprecia que la intensidad de los spots mencionados en esta seccién disminuye
de forma gradual al aumentar la concentracién de sacarosa en el medio. Estos resultados
indican que la sintesis de la glucoamilasa fue reprimida por la acumulacién de glucosa en el

medio.

Por otro lado, la bajo-expresion de la GoxC sugiere la regulacion metabdlica de esta enzima.
Lo anterior sugiere que la glucosa del medio no fue metabolizada en el exterior de la célula
(oxidada a acido gluénico e incorporada a la via de pentosas fosfato). La via mas probable de
metabolismo de la glucosa es la intracelular, para lo cual, ésta es fosforilada a D-glucosa-6P
y en este punto pudo ser metabolizada por la via de la glucélisis para producir energia (ATP)
o por la via de las pentosas fosfato dando como producto ribosa-5P empleada para la sintesis

de &cidos nucleicos (Volke y col., 2016).

La PgaB también fue encontrada en mdultiples spots (SSP5402, SSP6201 y SSP6401) que
difieren en su ubicacién horizontal; es decir, se encuentran en peso molecular similar, pero

difieren en el punto isoeléctrico, lo que significa que probablemente se trate de isoformas de
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esta enzima. La bajo-expresidn sugiere que la acumulacion de glucosa en el medio reprime la
sintesis de esta enzima, ya que esta reportado que la produccién de poligalacturonasa de
Aspergillus sp. En CML disminuye cuando la concentracion de glucosa en el medio es superior
a 5 g/L (Aguilar y Huitron, 1987).

10. Conclusiones

o Lamedicion en linea de la produccion de CO; por respirometria permitio determinar un
tiempo de muestreo del secretoma de A. brasiliensis tal que permitiera un estado
fisiologico definido. La tasa maxima de produccion de CO; fue tomada como criterio
para garantizar la reproducibilidad del muestreo de los extractos proteicos
extracelulares destinados al analisis del secretoma.

o Concentraciones de sacarosa mayores a 40 g/L, causaron una disminucion en la tasa
de produccién de CO,, produccién de CO., tasa especifica de produccién de CO; y la
produccién de biomasa.

o Bajolas condiciones estudiadas de CML se demostré que la invertasa de A. brasiliensis
es un producto asociado al crecimiento.

o El efecto de la elevada concentracion de sacarosa se reflejé en los niveles de actividad
invertasa, los cuales disminuyen con concentraciones de sacarosa superiores a 20 g/L.

o La abundancia de proteinas de alto peso molecular secretadas disminuye conforme
aumenta la concentracion de sacarosa en el medio.

o Lamitad de las proteinas secretadas por A. brasiliensis son enzimas que participan en
el metabolismo de carbohidratos siendo sintetizadas a nivel constitutivo, con excepcion
de la inulinasa que se induce por la presencia de sacarosa.

o A brasiliensis result6 ser productor de Catalasa R extracelular haciéndose esta enzima
presente cuando es cultivado con sacarosa en 20, 40y 60 g/L.

o Las enzimas glucoamilasa (GlaA), glucosa oxidasa (GoxC) y endo-poligalacturonasa
C (PgaB) resultaron fuertemente bajo expresadas con el incremento de la

concentracion de sacarosa en el medio de cultivo.
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