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RESUMEN

L-asparaginasa hidroliza L-asparagina generando acido aspartico y amonio; utilizada en la
industria farmacéutica, alimentaria, y biomédica, producida por diversos microorganismos.
Por esta razon, se investigd la produccion de L-asparaginasa intracelular en Bacillus sp. CH11
halotolerante en cultivo discontinuo. Para ello, se realiz6 un screening en 13 cepas del género
Bacillus aisladas de las salinas de Maras (Cusco), Chilca (Lima) y Pilluana (San Martin) en
medios de produccion de L-asparaginasa conteniendo colorantes indicadores de pH; 10 cepas
fueron productoras de esta enzima. Después, se cuantificaron las actividades L-asparaginasa
y proteasa por los métodos de hidroxilamina y azocaseina, tanto a nivel extracelular e
intracelular. La produccidn de L-asparaginasa intracelular fue evidenciada en las cepas M68,
P31, P4y CH11, esta ultima fue seleccionada para determinar los efectos de la temperatura, el
pH y la agitacion sobre la produccion de esta enzima en cultivos discontinuos. Asi, Bacillus
sp CH11 produjo L-asparaginasa intracelular 0,440 + 0,0505 IU/mL en cultivos discontinuos
a 37 °C, pH 5 y 200 rpm, tanto el pH como la agitacién presentaron significancia en la
produccién de la enzima. En conclusion, Bacillus sp CH11 es una cepa promisoria para la

produccion de L-asparaginasa.

Palabras clave: L-asparaginasa, Bacillus sp, bacteria halotolerante, actividad L-

asparaginasa.
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ABSTRACT

L-asparaginase hydrolyzes L-asparagine generating aspartic acid and ammonium; used in the
pharmaceutical, food, and biomedical industry, produced by various microorganisms. For
this reason, the production of intracellular L-asparaginase was investigated in Bacillus sp.
Halotolerant CH11 in batch culture. For this, a screening was carried out in 13 strains of the
Bacillus genus isolated from the salt flats of Maras (Cusco), Chilca (Lima) and Pilluana (San
Martin) in L-asparaginase production media containing pH indicator dyes; 10 strains were
producers of this enzyme. Afterwards, the L-asparaginase and protease activities were
quantified by the hydroxylamine and azocasein methods, both at the extracellular and
intracellular level. The production of intracellular L-asparaginase was evidenced in strains
M68, P31, P4 and CH11, the latter was selected to determine the effects of temperature, pH
and agitation on the production of this enzyme in batch cultures. Thus, Bacillus sp CH11
produced intracellular L-asparaginase 0,440 + 0,0505 IU / mL in batch cultures at 37 ° C, pH
5 and 200 rpm, both pH and shaking were significant in enzyme production. In conclusion,

Bacillus sp CHI11 is a promising strain for the production of L-asparaginase.

Keywords: L-asparaginase, Bacillus sp, halotolerant bacteria, L-asparaginase activity.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1.  Situacion problematica

Las enzimas son biocatalizadores de reacciones quimicas y metabdlicas con una alta
especificidad por el o los sustrato (s), obtenidas de animales, vegetales o microorganismos
que habitan en diversas altitudes y nichos ecoldgicos, tales como mares, andes, tropico, entre
otro (1). Cabe destacar que las enzimas de bacterias, hongos y levaduras presentan alto
potencial biotecnologico de gran valor para los sectores farmacéutico, médico, alimentario,
cosmético, quimico, para la obtencion de diversos productos, procesos o servicios, con la
finalidad de resolver diferentes necesidades humanas (2). No obstante, de las fuentes
naturales se obtienen cantidades pequefias (2,3); ademas, en la produccidén se generan
impurezas y otras proteinas, provocando bajos rendimientos y grandes desafios en la

purificacion.

Dentro del grupo de enzimas bacterianas, L-asparaginasa (L-ASNasa), es utilizada en los
tratamientos de Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) y otras enfermedades neoplésicas (4).
Actualmente, se han reportado 53 000 casos de este tipo de neoplasias, los cuales son tratados
con las L-ASNasa comerciales, a pesar de obtener buenos resultados, el 60 % de pacientes
han presentado reacciones de hipersensibilidad (5); hepatotoxicidad, hiperglicemia,
dislipidemia, pancreatitis, entre otros (6—8); estos problemas se han atribuido a la actividad
dual de la enzima, es decir, presenta afinidad por L-asparagina y L-glutamina, que varia de

afinidad de acuerdo a la fuente de procedencia (9,10).

Por otro lado, se ha descrito que L-ASNasa de Bacillus tiene una baja o nula actividad L-
glutaminasa (GLNasa) (11,12); por lo que, la obtencion de la enzima a partir de cepas de
Bacillus sp. es una alternativa como agente terapéutico. Sin embargo, la mayoria de cepas de
Bacillus producen exoproteasas y bajo rendimiento de la enzima de interés. La seleccion de
cepas de Bacillus con alta produccion de L-ASNasa y la determinacion del medio de cultivo
con las proporciones de carbono y nitrogeno adecuadas permitiran la produccion de esta

enzima para su caracterizacion y prospeccion biotecnologica.

13



Por todo lo anteriormente mencionado, es necesario seguir en la bisqueda de nuevas cepas y

estrategias de produccion para garantizar un proceso reproducible y escalable.

1.2.  Justificacion

L-ASNasa, es utilizada en enfermedades neoplésicas linfoides, producida por tecnologia del
ADN recombinante a partir de los genes de E. coli, Erwinia carotovora y E. chrysantemi.
Asimismo, se ha descrito que el gen ansZ de Bacillus presenta secuencia aminoacidica
similar a L-ASNasa tipo Il de E. coli (13)y, ademaés la enzima produce baja o nula actividad
L-GLNasa, la cual est4 asociada con los efectos adversos que presentan los pacientes que
sufren de LLA. La identificacion de una o mas cepas nativas del género Bacillus como
potenciales productoras de L-ASNasa permite no solamente estudiar una enzima con nuevas
propiedades farmacoldgicas; sino que, dependiendo del lugar de aislamiento, podrian
conferirle ciertas modificaciones estructurales a las proteinas que actiien en condiciones
adversas de temperaturas, pH y salinidad; y por ende presentarian nuevas caracteristicas
cinéticas (14), y potencial biotecnoldgico, tal es el caso de los aislados de ambientes salinos
(15—17). Por otra parte, una de las enfermedades que causa alta morbilidad y mortalidad es
el cancer; por lo que, hay una demanda permanente de productos biofarmacéuticos; el 15 %
son aplicados en problemas oncologico (18). En consecuencia, identificar una nueva L-

ASNasa de Bacillus sp halotolerante permite conocer e inferir su potencial terapéutico.

1.3.  Objetivos
1.3.1. Objetivo general

v Producir L-asparaginasa intracelular en Bacillus sp. CHI11 halotolerante en
cultivo discontinuo.

1.3.2. Objetivos especificos

v" Seleccionar una cepa de Bacillus sp halotolerante productora de L- ASNasa.

v" Determinar el medio de cultivo que estimule la mayor produccion de L-
asparaginasa por Bacillus sp CHI1.

v’ Evaluar el efecto de la temperatura y el pH en la produccién de L-asparaginasa

intracelular por Bacillus sp CH11.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

En 1960, el ingreso al mercado de L-ASNasa de E. coli, como primera linea de terapia para
pacientes que sufren de neoplasias linfoides (19) permiti6 un gran avance farmacolégico, en
la recuperacion de los pacientes. Con el transcurso del tiempo y el avance de la biotecnologia
molecular se tuvo disponible la L-ASNasa recombinante a partir de E. coli, bajo el nombre
comercial Elspar®. Sin embargo, a fines del afio 2012, la comercializacion de Elspar® dejo
de tener continuidad por problemas de manufactura (20); lo que conllevd a replantear de
acuerdo a las necesidades y evolucion de los pacientes, nuevas formulaciones de L-ASNasas
no recombinantes, de forma pegilada que derivaron de E. coli y E. chrysantemi, bajo los
nombres comerciales Oncaspar® y Erwinaze®, respectivamente. No obstante, las empresas
reportaron una baja productividad (21), que indujo a la busqueda de nuevas tecnologias para
obtener un mayor rendimiento. A esto se llegd a sumar, que los casos de LLA fueron cerca
de 53000 a nivel mundial, y para el afio 2020 se pronosticé aproximadamente 56000 casos

nuevos (22).

Diversas investigaciones han sido realizadas sobre L-ASNasa de Bacillus sp, bacteria Gram
positiva; en el afio 2002, Fisher et al.(23) reportaron que Bacillus subtilis 168 contiene el
gen ansZ, que codifica una L-ASNasa funcional. En el 2011, Ebrahiminezhad ef al. (24),
aislaron cepas de Bacillus sp de un ambiente salino de la India con actividad L-ASNasa
intracelular y extracelular; donde la actividad enzimatica estuvo en un rango de 0,17 a 1,28
Ul/mL. Dos afios después, Singh & Srivastav (2013)(25) investigaron una nueva cepa de
Bacillus aryabhattai ITBHUOQ2, para la produccion de L-asparaginasa extracelular; dicha
cepa tenia deficiencia de proteasas y su crecimiento Optimo se produjoa 37 °C ypH 7,5. La
cepa fue capaz de producir la enzima con una actividad especifica de 3,02 +/- 0,3 U/mg de

proteina.

En el afio 2016, Shirazian et al. (26) estudiaron la produccion de L-ASNasa y L-GLNasa por
bacterias haldfilas aisladas del lago salado de Urmia; el 19% de cepas mostraron actividad
L-ASNasa, y pertenecieron al género Bacillus, evidencidando que la mayor actividad fue L-
ASNasa sin actividad L-GLNasa.
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Por otro lado, Zolfaghar et al. (2019)(27) aislaron de diferentes ambientes salinos de Iran,
cepas del género Bacillus donde el 23,5 % fueron capaces de producir L-ASNasa. Asimismo,
Roy et al. (2019)(28) aislaron y purificaron una L-ASNasa extracelular de Bacillus
megaterium MG1, donde la méxima produccion de L-ASNasa se observé después de 24 h a
pH 7,0 y a 37 °C. Por tanto, el estudio de cepas de Bacillus sp aisladas de ambientes salinos
es una alternativa para la produccion de L-ASNasa y para la produccion a granel de esta

enzima.

2.2. Bases tedricas
2.2.1. Enzima L- asparaginasa
a. Mecanismo de accion y funcion

L-ASNasa (EC 3.5.1.1) cataliza la desamidacion de L-asparagina (L-Asn) en dcido aspartico
y amonio (Figura 1 (29)). El mecanismo de accion es de tipo “Ping Pong”, es decir, realiza
un doble desplazamiento, donde el grupo nucleofilico de la enzima ataca al grupo Cy del
sustrato formando un intermediario f-acil enzima, eliminando amoniaco como producto. De
esta forma, la reaccidon ocurre en medio acuoso, el agua también ataca nucleofilicamente al
intermediario f-acil enzima, donde se obtiene como segundo producto acido aspartico, y la

enzima queda libre (30).

Este mecanismo catalitico, generalmente lo ejercen las serin-proteasas, que presentan una
triada catalitica conformada por tres aminoacidos (aa) aspartato (asp), histidina y serina (aa
nucleofilico), ubicados en el sitio activo de la enzima, de esta manera ocurren las dos fases

anteriormente mencionadas, fase de acilacion y desacilacion (4).
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L-Asparaging Beta-acyl-enzyme L-Aspartate
\ intarmeate

Figura 1. Mecanismo de accion de L- Asparaginasa.
Tomado de Ulu y Ates (2017).

La principal funcién que ejerce L-ASNasa es su accidon farmacolodgica, los linfoblastos
leucémicos y otras células tumorales requieren de L-Asn para su proliferacion y
supervivencia debido a que presentan bajos niveles de L-asparagina sintetasa; por ello, estas
células dependen del suministro exdégeno de L-Asn en sangre, considerandose auxotrofas
para dicho aa. Asi, mediante la hidrdlisis de L-Asn, se suprime su disponibilidad en sangre y
provoca la muerte de las células neoplésicas (31) (Figura 2)(4).

|

-

L-asparagine synthetase

Figura 2. Accion antineoplasica de L-asparaginasa.
Tomado de Cachumba et al. (2016)
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El uso de L-ASNasa como agente antineoplasico tiene algunos inconvenientes debido a su
inestabilidad, en consecuencia presenta un menor efecto farmacoldgico, provocando una
serie de reacciones adversas en los pacientes tales como alergias, shock anafilactico,
hipersensibilidad, entre otros (32). Asimismo, estos efectos secundarios pueden deberse a la
actividad dual de L-ASNasa, es decir, que esta enzima tiene afinidad por L-asparagina y L-
glutamina (Gln) (33); asi, esta enzima hidroliza Gln generando una baja concentracion de
Gln en el plasma sanguineo (31). Asimismo, se reporta que el grupo amino de Gln por un
proceso de transaminacion es cedido al aspartato generando Asn de Novo (34) (Figura 3,
(33)), por lo que ocurre una dependencia critica en el suministro de Gln para la biosintesis de
Asn (9). Por ello, la disminucién del nivel de Gln debido a la exposicion a L-ASNasa ayuda
a bajar los niveles de Asn generando inhibicion del crecimiento celular en los tratamientos

contra el cancer (35,36).

NH; = OAA Glutamine synthetase

/\

Asp” + Gin =l Asn + Glu

‘ Asparagine
X synthetase
ﬂs‘:p'
N

h Asn
a  Giln

E. coli
asparaginase

Asp”

Figura 3. Dependencia critica entre en el suministro de
L-glutamina para la biosintesis de L-asparagina. Tomado
de Richards et al. (2006).
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b. Caracteristicas estructurales

L-ASNasa presenta determinadas caracteristicas estructurales que varian de acuerdo a la
fuente de donde proviene; su estructura tetramérica (Figura 4, (37)) presenta subunidades
idénticas, cada una con un peso aproximado de 30 a 40 kDa; en su estado nativo, el peso
molecular multimérico se estima en 130 kDa (38). Cada monomero presenta dos dominios
a/p, y el sitio activo de la enzima se encuentra entre los dos dominios pertenecientes a
diferentes mondomeros (39), clasificandose asi dentro de las proteinas alfa/beta (40).

La ubicacion de los sitios activos estd en los dominios N y C-terminales que pertenecen a
diferentes subunidades y se atribuye un papel catalitico para Thr-89. Por otra parte, el

contenido de aa oscila entre unos 329 a 375, y varia segun su procedencia (38,41).

Figura 4. Estructura 3D de L-ASNasa tipo II de
Bacillus subtilis strain 168 — Base de datos SMR
034482 (ASPG2_BACSU).
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c. Caracteristicas cinéticas y bioquimicas
Una de las principales caracteristicas cinéticas medible es la constante de Michaelis-Menten,
Km (mM), que mide la afinidad de una enzima por su sustrato, ésta va a variar segun la fuente
de donde se obtenga, L- ASNasa de Escherichia coli (EcA) tiene un Km de 10-15 pM(42);
Erwinia chrysanthemi (ErA), 18 uM; Bacillus subtilis, 430 uM, Streptomyces noursei, 25
uM; Bacillus aryabhattai ITBHUO02, 257 uM; Bacillus licheniformis RAM-8, 14 uM;
Bacillus subtilis hswx88, 430 uM; Bacillus licheniformis MTCC, 429 uM; entre otros (4).

También los dptimos de pH y temperatura de L-ASNasa de Bacillus presenta valores de pH
entre 7-8, con un punto isoeléctrico (pl) entre 5-6 y 37 °C. Ademas, el sustrato donde se
observa la méxima actividad enzimatica es L-Asn. Sin embargo, L-ASNasa también cataliza
reaccion con otros sustratos como D-Asn, L-Gln y L-Asp, cuyas actividades enzimaticas son

minimas en comparacién con L-Asn(43).

Por otra parte, la L-ASNasa presenta las isoenzimas [ y II, que varian en funcién a su
ubicacién subcelular (44). La isoenzima tipo I denominada constitutiva y presenta menor
afinidad por el sustrato; y la de tipo II es inducida por la composicidon del medio, por proteina
receptora de cAMP (Crp) y por activador transcripcional Fumarato reductasa (Fnr) (Figura

5) (44). L-ASNasa tipo II presenta mayor afinidad por el sustrato.

d. L-asparaginasa de Bacillus sp
L-ASNasa de Bacillus sp. esta regulada por dos vias diferentes e independientes, donde se
codifican para dos genes. El gen ansZ codifica L-ASNasa funcional, se expresa cuando el
medio presenta en su composicion nitrogeno limitante y es regulado por el factor de
transcripcion TnrA. Por otro lado, el gen ansA esta en un operédn junto con ansB, codifica
una L-aspartasa; y la regulacion de la expresion del operdn ansAB esta mediada por ansR de

forma negativa, a su vez la actividad de ansR esté regulada por asparagina o aspartato (45).
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Figura 5. Localizacion y regulacion de isoenzimas tipo [ y I de L-
ASNasa de E. coli. Tomado de Srikhanta et al. (2015).

2.2.2. Produccion de L-ASNasa por diferentes microorganismos

L-ASNasa se encuentra en animales, plantas y microorganismos. En plantas, se ha reportado

actividad enzimatica en Capsicum annum, Pinus pinaster, Withania somnifera, entre otras.

En animales, esta en el tejido de los herbivoros, en el higado de los omnivoros, y ausente en

los 6rganos de los carnivoros (46).

En hongos y levaduras, Aspergillus terreus, Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula rubra,

entre otras, son conocidas como productoras de ASNasas. También, se conoce que los

actinomicetos son otro grupo de microorganismos que se han identificados como productores

de L-ASNasa especialmente el género Streptomyces. Por otro lado, en bacterias las mas

utilizadas son E. coli, Erwinia sp, Bacillus sp, Staphylococcus sp, entre otras (47).
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De todas las fuentes mencionadas, los microorganismos son los mas utilizados porque tienen
capacidad para crecer facilmente en sustratos simples y presentan la isoenzima II (48). De
cierto modo, las bacterias son mas eficientes que los hongos y levaduras debido al tiempo de
duplicacién. Ademads, las bacterias producen L-ASNasa tipo II, ubicada en su espacio
periplasmatico con alta afinidad por el sustrato. A la vez, el género Bacillus presenta el gen
ansZ que codifica ASNasa, este gen difiere del de Escherichia coli y Erwinia sp. Diversas
investigaciones han demostrado que esta L-ASNasa presenta baja actividad GLNasa (49).

En la produccion se tiene que tener en cuenta el tipo y la concentracion de las fuentes de
carbono y nitrégeno; el pH, la aireacion, la temperatura, el tiempo de fermentacion vy,

principalmente, el agente microbiano.

Las caracteristicas de crecimiento de Bacillus sp son las siguientes: temperatura optima entre
37 a40 °C; pH 7; requiere oxigeno, entre otros (50). Ademas, se ha reportado que L-ASNasa
de Bacillus es intracelular, por lo que las condiciones de crecimiento deben ser Optimas y se
requiere cultivos de alta densidad para posteriormente realizar el rompimiento celular para
obtener la enzima. Asimismo, todas las condiciones de crecimiento y produccion con

Bacillus se realiza en cultivos sumergidos.

2.2.3. L-ASNasas disponibles en el tratamiento de LLA

Existen diferentes formulaciones disponibles de L-ASNasa, las principales son: La primera
es derivada de E. coli; la segunda es aislada de E. chrysanthemi; y la tercera es una forma

pegilada de la ASNasa de E. coli nativa la cual es conjugada con polietilenglicol (51).

Como terapia de primera linea, se suministra la derivada de E coli; cuando los pacientes
manifiestan reacciones de hipersensibilidad a esta enzima se prescribe L-ASNasa derivada

de Erwinia (terapia de segunda linea)(51).

De acuerdo, a las caracteristicas farmacologicas de la forma pegilada de ASNasa, se ha
utilizado como preparacion inicial de L-ASNasa en algunos regimenes de tratamiento de
LLA, ya que la formacion de anticuerpos disminuye, hay una menor incidencia de alergia y
una vida media sérica prolongada (51). En la Tabla 1 se indican las presentaciones

comerciales de L-ASNasas y su origen.
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Tabla 1. Caracteristicas de L-ASNasas comerciales

Nombre Origen de la Semivida Via de Referencias
comercial enzima administracion
Elspar® E. coli nativa 1,30 dias Intravenoso o (51-53)
intramuscular
Kidrolase® E. coli nativa 8,00 —30,00 h Intramuscular (54)
Graspa® E. coli - - (54)
Leunase® E. coli Intramuscular (54)
recombinante -—- Intravenoso
Spectrila® E. coli como 17,33 h Intravenoso (55)
célula hospedera
Erwinase® E. chrysanthemi 0,65 dia Intramuscular (51-53)
nativa
Crisantaspase® | E. chrysanthemi 6,40 = 0,50 h Intravenosa (54)
nativa 16,00 h Intramuscular (56)
Oncaspar® Pegilada de 5,73 dias Intramuscular (51-53)
E.coli

2.2.4. Estrategias para superar las limitaciones en el uso de las L.-ASNasas

a. Inmunogenicidad de L-ASNasas

La terapia utilizada contra LLA consta de cuatro fases; la primera incluye una induccién de

remision; seguida de una consolidacion / terapia dirigida por el sistema nervioso central;

reinduccion (intensificacion retardada) y mantenimiento / continuacion. La duracion total del

tratamiento puede ser aproximadamente 5 afios. El uso de L-ASNasa se da en las dos

primeras fases del tratamiento. No obstante, los pacientes al recibir el tratamiento con L-

ASNasa presentan hipersensibilidad contra EcA, toxicidad comin, donde el 30% de los
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pacientes desarrollan una reaccion alérgica limitante del tratamiento. La presencia de

anticuerpos anti-ASNasa tiene una incidencia que varia del 26% al 71% de los pacientes (57).

Los resultados de varios estudios sugieren que la ASNasa pegilada es menos inmunogénica
que la enzima nativa EcA y los pacientes que desarrollan anticuerpos tienen mas
probabilidades de sufrir una reaccion alérgica (Tabla 2). L-ASNasa ErA no reacciona de
forma cruzada con anticuerpos de L-ASNasa EcA vy, por lo tanto, ofrece una alternativa al
tratamiento. Sin embargo, el 14% de los pacientes que reciben ErA han continuado
presentando reacciones de hipersensibilidad, y las reacciones alérgicas son la principal causa
de que los pacientes interrumpan el tratamiento.

Por otro lado, se ha observado una reduccion de la inmunogenicidad con L-ASNasa
humanizada, las cuales tienen un perfil de inmunogenicidad reducida, pero tienen baja

afinidad por L-Asn en la sangre (58).

Tabla 2. Kvde L-ASNasas segun sustrato

Sustrato
Enzima Referencia
L-Asn L-GIn
EcA 1,5%x107 mol/L 1,4x107 mol/L (58,59)
ErA 4,8x107 mol/L 3,6x107* mol/L (58,59)

b. Desarrollo de nuevas L-ASNasas

Durante el desarrollo de biofarmacéuticos, la calidad del producto final debe cumplir con las
especificaciones, ya que pequeias alteraciones en el proceso como parametros operativos,
linea celular, métodos de produccion y la purificacion pueden afectar los atributos criticos de
calidad (CQA) tales como estructura, actividad y concentracion de contaminantes (55,60).

La produccion de L-ASNasa se divide en dos etapas: La primera conocida como “upstream”

y la segunda “downstream” (Figura 6)(61).

La primera etapa consiste en la transformacion de sustratos en el producto; aqui se incluye,
seleccion de linea celular, medio de cultivo, biorreactor, seleccion de parametros (es decir,
pH, temperatura, suministro de oxigeno, etc.), seleccion del tipo de proceso (cultivo
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sumergido / en estado so6lido), escalamiento en biorreactor (lote alimentado, continuo,

discontinuo, entre otros), y optimizacion (55,61).

Para la etapa “downstream” se aplican todos los pasos necesarios para la purificacion de la
enzima, como recuperacion inicial, purificacion y pulido. En cuanto a los biofarmacéuticos
inyectables, como L-ASNasa, el proceso de fabricacion debe ser ain mas minucioso, ya que
la presencia de contaminantes, puede potencialmente conducir a consecuencias clinicas

perjudiciales (55,61).

La seleccion de la linea celular constituye la base del desarrollo del bioproceso (medio
cultivo, tipo de proceso y sus pardmetros, estrategia de depuracion, entre otros) debido a que
esto afecta directamente a la caracteristica de la enzima producida, relacionada con el perfil

de calidad del producto (48,55).

Production

bioreactor

[noculum
Plate or Stock Flask  preparation
Culture at -80°C

Centrifugation o fillzation - precipitation andlor liquid liquid
(cell harvesting) extraction

-3 §

Low resolution purification steps

Viral Polishin Vil mopn. . FOMmulation: Quality Final
inactivation cromaltog;rgphy ﬁnr;uo Diaflration (pyotein + Bufer + control and b|ophan|1eceuucal
ﬂ Salt + Protectants) ~ Liofilization packaglng

Cromatography

High resolution purification steps

Figura 6. Proceso de manufactura de productos biofarmacéuticos. Tomado de
Jozala et al. (2016)
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Otro punto importante es la identificacion de la composicion 6ptima de los medios de cultivo,
temperatura, pH, niveles de oxigeno y otros factores de cultivo los cuales son de suma
importancia. En el caso de microorganismos nativos, las fuentes de carbono y nitrégeno son
los factores mas influyentes. El cultivo sumergido es utilizado para la produccion industrial
de ASNasa para uso farmacéutico y ASNasa de hongos filamentosos se utiliza

exclusivamente en la industria alimentaria (62).

Muchos estudios han desarrollado ASNasas con una farmacocinética mejorada y efectos
secundarios reducidos. Mas especificamente, en la primera etapa del proceso se centran los
estudios a la busqueda de actividad L-GLNasa reducida; evaluar después del proceso
downstream, los valores de Km que sean los mas bajos al igual que los pesos moleculares
bajos, mayor diversidad estructural y diferentes respuestas a las moléculas efectoras (55,63).
Actualmente, se ha disefiado una mutante version quimérica de ASNasa humanizada con bajo

Kwm, con 90% de identidad de secuencia (58).

Por otro lado, se viene desarrollando la conjugacion de ASNasa con inulina oxidada donde
las caracteristicas farmacocinéticas y fisicoquimicas han mejorado, obteniendo una mejor
resistencia a la digestion con tripsina y mayores estabilidades térmicas, vida media mas larga,
un rango de pH 6ptimo mas amplio que el de ASNasas nativas (55). La Figura 7 (55) indican

los problemas farmacocinéticos sobre el desarrollo de la L-ASNasa como biofarmaco.
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CAPITULO III: METODOLOGIA

Los anélisis y pruebas correspondientes a este trabajo de investigacion se realizaron en el
Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos y en la Universidad de Sao Paulo (Brasil).
3.1 Materiales, reactivos y equipos

Los materiales, reactivos y equipos utilizados se encuentran descritos en el anexo 1.

3.2 Métodos analiticos
3.2.1 Actividad L-ASNasa

La actividad L-ASNasa fue medida por el método de hidroxilamina (64), que consiste en la
cuantificacion de f-hidroxamato aspartico férrico producido por la reaccion efectuada por L-
ASNasa en presencia de hidroxilamina. La mezcla de reaccidon contenia 700 pL de buffer
Tris HC1 50 mM (pH 8,6), 100 uL de L-Asn 100 mM, 100 uL de hidroxilamina 1 M (pH
7,0), y 100 pL de muestra (extracto crudo de la enzima y/o sobrenadante de la lisis celular).
La reaccion fue incubada a 37 °C durante 30 min, después se agregoé 250 pL de la mezcla
FeCl30,62 M/ ATC 0,306 M/ HC1 0,33M y se centrifugd a 5000 rpm por 5 min. Después, el
sobrenadante de la mezcla se midi6 por espectrofotometria a 500 nm. La cantidad de f-
hidroxamato aspartico férrico fue determinada con la curva estandar preparada a partir de
una solucion de B-hidroxamato aspartico (Anexo 2). La actividad L-ASNasa fue expresada

en [U/ mL.

Una unidad internacional (IU) de L-ASNasa fue definida como la cantidad de enzima que

libera 1 pmol de B-hidroxamato aspartico por minuto a 37 °C.

3.2.2 Determinacion de biomasa

La determinacion de biomasa fue realizada con la medicién de la densidad 6ptica (DO), esta
técnica mide la intensidad logaritmica de la luz que recae sobre la muestra, en relacion a la

luz transmitida a través de la muestra (65). Para ello, de 100 pL de muestra se realizaron
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diluciones hasta 1:100, después fue medida por espectrofotometria a 600 nm. Esto sirvi6 para

ajustar la biomasa a una DO de 50 por muestra.

3.2.3 Ensayo cuantitativo de actividad proteolitica

Se empled el método descrito por Coelho ef al. (2016)(66) usando azocaseina como sustrato.
El extracto crudo enzimdtico (500 pL) fue mezclado con azocaseina 0,6 % w/v disuelta en
Tris-HCI 50 mM pH 8,5; e incubado durante 30 min a 37 °C. Para detener la reaccidon se
adiciond ATC 10 % y se centrifug6 a 5000 rpm por 5 min. El sobrenadante obtenido (100
uL) fue mezclado con 100 uL de NaOH 0,5 N y leido a 430 nm en un lector multipocillo.
Para el calculo de la actividad, fue restada la absorbancia del blanco de la muestra, al cual se

le afiadi6 ATC previamente a la adicion de la enzima.

3.2.4 Cuantificacion de proteinas totales

Se utilizé el método de 4cido bicinconinico (BCA) (56), cuyo fundamento consiste en la
determinacion de proteinas totales, las cuales pueden reaccionar con iones cobre (Cu®") a
través de las cadenas laterales de los aminoécidos cisteina, triptdfano, tirosina y cistina en un
medio basico, reduciéndose los iones Cu?>" a Cu’ al reaccionar con el BCA, formando un
complejo coloreado purpura cuyo maximo espectro de absorcion es a 562 nm.

Se utiliz6 un kit de BCA donde primero se prepara una mezcla de BCA y Cu?* en una relacion
de 50:1 (V/V), de la mezcla se utilizé 200 uL en una placa multipocillo y se mezcld con 25
uL de muestra e incubo durante 25 min; el mismo procedimiento se realizd para la
preparacion de la curva de calibracion utilizando albimina de suero bovino (Anexo 3). Al

término de la incubacion, se realizd la medicién en un fluorimetro a 562 nm.

3.2.5 Rompimiento celular por sonicacion

La sonicacion se realizd para determinar la actividad L-ASNasa intracelular segun el método
de Qeshmi (60). Después de la incubacion en el medio de produccion, las células se
cosecharon por centrifugacion y resuspendieron en buffer de lisis que contenia Tris-HCI1 50
mM (pH 7) y 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM hasta obtener una DO a 600 nm
de 50. Las células fueron sonicadas manteniendo a 4 °C, 30 % amplitud, durante 2,3 mins

con pulsos de 1 s encendido y 5 s apagado. Las células lisadas fueron centrifugadas a 10000
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rpm a 4 °C por 25 min; después el sobrenadante fue usado para la medicion de la actividad

L-ASNasa.

3.3  Metodologia experimental
3.3.1 Microorganismos

Se utilizaron 13 cepas de Bacillus sp aisladas de las salinas de Pilluana, Maras y Chilca (Tabla
3); estos microorganismos pertenecen al cepario del Laboratorio de Biologia Molecular de la

Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Tabla 3. Cepas de Bacillus sp productoras de L-ASNasa
aisladas de ambientes salinos del Pert(67)

Cadigo de cepa Salinera
M84, M76, M75, M68, M64, Maras
M62, M54
CH11 Chilca
P31, P19, P4, P7, P6 Pilluana

3.3.2 Seleccion de cepas con actividad L-ASNasa extracelular
a) Reactivacion e inoculo

Se utiliz6 caldo Luria Bertani (LB) como medio de pre-enriquecimiento que contenia 5 g/LL
extracto de levadura, 10 g/L de triptona y 5 g/L. de NaCl, donde cada una de las 13 cepas
fueron inoculadas en tubos que contenian 2 mL del medio, e incubados a 37 °C por 16 h.
Seguidamente, se sembraron 20 pl en caldo LB, crecieron cada una de las cepas a 37 °C

durante 16 h, al término de la incubacion se utilizé el 10 % (v/v) como tamafio de indculo.

b) Screening de bacterias productoras de L.-ASNasa extracelular

Se trabajé con el medio modificado M9 (68) el cual fue utilizado para la actividad cualitativa
de L-ASNasa extracelular, que contenia (g/L): L-Asn, 5; K;HPO4, 6; KH2POs, 3; NaCl, 0,5;

MgS04.7H>0, 0,12; CaCl,.2H>0, 0,011; azul de bromotimol, 0,007 % y/o rojo de fenol al
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0,009 %, a pH 6 (69). Se agreg6 un indculo del 10 % (v/v) a cada tubo y fueron incubados a
37 °C durante cuatro dias. Para el caso de las cepas donde se utilizo el indicador azul de
bromotimol (0,007 %) se consideraron cepas positivas, las que viraron de color verde a azul;
y de naranja a rojo para el indicador rojo de fenol. Después, los cultivos fueron centrifugados
a 4000 rpm por 15 min y los sobrenadantes medidos en un espectrofotometro a 620 nm (azul
de bromotimol) y 560 nm (rojo de fenol). Asimismo, se midi6 la variacion del pH con un

potencidmetro; los controles negativos fueron sin indculo.

3.3.3 Produccion de L-ASNasa en matraces

a) Produccion de L-ASNasa extracelular

e Preparacion del inéculo
Las cepas bacterianas que dieron positivo al viraje de color verde a azul en medio liquido
fueron reactivadas en caldo LB por 16 h a 37 °C. Después de la incubacion, 2 mL del cultivo
fueron centrifugados a 5000 rpm por 5 min, las células fueron lavadas dos veces con solucion

de NaCl 8,5 g/L en condiciones estériles.

e Screening de bacterias productoras de L-ASNasa en matraces
Los pellets celulares obtenidos en el proceso anterior, fueron resuspendidos en cuatro medios
de produccion de L-ASNasa, con un tamafio de indculo del 10 % (v/v), en matraces de 50
mL. Cada cultivo contenia un volumen de 10 mL, una vez inoculado cada matraz, fueron
incubados a 37 °C, pH 7 y 100 rpm durante 72 h. Posteriormente, los cultivos fueron
centrifugados a 10000 rpm, 4 °C por 5 min. El sobrenadante libre de células fue considerado
como extracto crudo y empleado para cuantificar las actividades L-ASNasa extracelular y
proteolitica. La composicion de los cuatro medios de produccion evaluados se detalla en la

Tabla 4.
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Tabla 4. Componentes de medio de cultivo empleados para la produccion de L-ASNasa

(g/L)
Medio A? Medio B? Medio C®
C12H2,0117 10,00  Extracto de malta ~ Ci2H»O11” 35,00
Na,HPOj4 6,00 2,000 CH4N:0 0,80
KH>PO4 3,00 Na,HPO4 6,000 K>HPO4 2,60
NaCl 0,5 KH,PO; 3,000 KH,PO;4 2,00
MgS0s4 0,12 NaCl 0,600 MgSOs 1,845 NaCl
KNOs 1,00 CaCl, 0,011 5,00
MgS040,12 KNO; 1,00

amodificado de Qeshmi et al. (2016)(70)
Y modificado de Jia et al. (2013)(71)
¢modificado de Mahajan et al. (2014)(12)
*Maltosa

** Sacarosa

e Evaluacion de nutrientes de Bacillus sp

Medio D°
CsH1206 2,00
Na,HPO4 6,00
NaCl 5,00
MgS04 0,50
CaCl» 0,15
KH>PO4 3,00
Glutamato 1,00

Se evaluo el efecto de 14 factores con respecto a la produccion de L-ASNasa extracelular;

para asi identificar los inductores y represores de la expresion de L-ASNasa, se utilizo el

disefio Plackett-Burman. Las variables seleccionadas fueron trabajadas a dos niveles -1 y +1

(Tabla 5 y 6); 14 variables mas cinco variables dummy (variables utilizadas para reducir el

error) (Tabla 7). Se us6 matraces de 50 mL que contenian un medio base (NaH,PO4 6 g/L,

NaCl 10 g/L, K2HPO4 2 g/L, MgS0s 0,5 g/L y CaClz 0,005 g/L) y los factores evaluados,

segun sea el caso para cada experimento.
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Tabla 5. Evaluacion de nutrientes para el disefio Placket-Burman

Fuentes de carbono Fuentes complejas Fuentes de nitrogeno
n In In |
L] CsH1206 L] Peptona L] Prolina
] C3HgO4 [ ] Corn Steep Solid [ ] NH,CI
L] C,,H,,04, L] Triptona L] Arginina
] Ci2H22010* (] Extracto de malta [ ] Glutamina

L] Asparagina
] Glutamato
* Lactosa

Tabla 6. Concentracion de nutrientes evaluados en el disefio Plackett-Burman

Carbono 0 10,0

Nitrégeno 0 5,0

Medios complejos o 0 2,5
indefinidos

Tabla 7. Matriz del disefio Plackett-Burman

N° de Xi X2 X5 X¢ X5 X X7 Xs Xo X0 Xn Xz X X X5 Xis X Xis Xp
ensayo

1 1 -1 1 1 |-1}-1 -1)-1]1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 1

2 1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1
3 -1 1 1 | -1 |1 1 |-1]-1]|-1 -1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1
4 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 1 1 1

5 1 -1 | -1 1 1 -1 1 1 -1 =1l -1 -1 1 -1 1 -1 1 1 1

6 1 1 -1-1 01 1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 1

7 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1

8 1 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1
9 1
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10 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 1 -1
11 1001 11 ‘ 111 ]1]-1] 1 ‘ 1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1
12 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1
13 Al 1 (a1 (a1 [1]1]1] 1 ‘ -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 -1
14 1 -1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1
15 Al 1 (a1 ]1]1]-1]1]1 1 ‘ 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1
16 1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1
17 1 [ 2 [alalal1r a1 1 ‘ 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1
18 1 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 1 1 -1
19 11 1111221 ]-1] 1 ‘ -1 1 1 1 1 -1 -1 1 1
20 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1 -1 -1 -1 -1

e [Efecto de las proteasas sobre la actividad L.-ASNasa

Se evalud el efecto del sobrenadante libre de células de Bacillus sp sobre la actividad L-
ASNasa. Para ello, se us6 como control positivo la L-ASNasa comercial de E. coli, y las
actividades proteasas de cepas de Bacillus sp, fueron medidas enfrentando ambas actividades

a fin de ver alguna interaccion.

b) Produccion de L-ASNasa intracelular
¢ Producciéon de biomasa

La produccion de L-ASNasa intracelular estd directamente relacionada a la concentracion de
biomasa, debido a ello se realizaron cultivos de alta concentracion celular. Por consiguiente,
se reactivaron las cepas y luego se cultivaron en medio LB a pH 7,0 suplementado con
glucosa 10 g/L que promueva la produccion de biomasa. El cultivo fue incubado a 37 °C,
200 rpm por 18 h, en una relacién volumen medio y recipiente de cultivo de 1:5. Luego, las
células obtenidas fueron colectadas por centrifugacion a 5000 rpm por 5 min, lavadas con

NacCl 8,5 g/L por dos veces. Todo el procedimiento fue realizado en condiciones estériles.

¢ Produccion de L-ASNasa en alta concentracion celular
Las células obtenidas en el medio de produccion de biomasa fueron transferidas en
condiciones estériles a un medio de produccion de L-ASNasa g/L (L-asparagina, 1; glucosa,
10; extracto de levadura, 10; Na,HPO4, 3; NaH.POs, 6; NaCl, 0,5; MgSO,.7H,0, 0,12;
CaCl,.2H,0, 0,011; pH inicial 7,0). La proporcion de volimenes de medios de produccion
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utilizados fue de 1:2 (biomasa: L-ASNasa). El cultivo de medio de produccion fue incubado
a 37 °C a 200 rpm durante 24 h. Posteriormente, fue centrifugado a 6000 rpm por 5 min y
lavado en NaCl 8,5 g/L dos veces. Al final, las células obtenidas fueron tratadas para su

rompimiento celular.

e Evaluacion del rompimiento celular por sonicacion

Se utilizaron las células de Bacillus sp que fueron suspendidas a una DOgoo=50 en tampon
de rompimiento (Tris-HCl1 50 mM pH 7,0, EDTA 1,0 mM) y sometidas a rompimiento
utilizando un equipo disruptor celular de ultrasénido. La sonicacion se realizd a 200 W y 20
kHz. La distancia entre el fondo de la botella y el extremo de la punta se mantuvo a

aproximadamente 10 mm.

Las células se sometieron a sonicacion y se colocaron en un sistema de bafio de enfriamiento
para evitar el sobrecalentamiento (menor a 10 °C). Las células de Bacillus sp. (DOs00=50) se
sonicaron usando los siguientes parametros: 30% de amplitud, 1 s de pulsacion y 5 s de
reposo durante 4 min. Las muestras se recogieron después de 25, 50, 75, 90, 105, 120, 150y
180 "pulsaciones"; el homogenizado obtenido luego se centrifugé a 15000 g, 4 °C, 20 min y
en el sobrenadante se analizaron las actividades L-ASNasa, proteasa y proteinas totales.

Ademas, la suspension celular fue medida a 600 nm y se elabor6 una curva de rompimiento.

3.34 Determinacion de condiciones de cultivo de Bacillus sp CH11

a) Curva de crecimiento

Para determinar los pardmetros cinéticos del crecimiento de Bacillus sp CH11 y establecer
el tiempo de cultivo previo a la fase de produccion, fue elaborada la curva de crecimiento.
Se inoculd 1 mL del criopreservado a un matraz que contenia 50 mL de medio LB
suplementado con glucosa 10 g/L, y se realizaron las mediciones cada 2 h, por triplicado. Las

lecturas de las muestras se realizaron por espectrofotometria a 600 nm.

b) Efecto de temperatura, pH y agitacion del cultivo
Se evaluo el efecto de la temperatura, el pH, y la agitacion en el cultivo de Bacillus sp CH11.
La produccion de L-ASNasa en alta concentracion celular se trabajaron en un medio base

que contenia: medio M9 modificado, L-Asn (1 g/L), extracto de levadura (10 g/L), y glucosa
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(10 g/L); dichos cultivos fueron incubados a 30 °C y 37 °C, a pH 5,0 (NaH,PO4/Na,HPOs)
y 7,0 (KH2PO4/Na,HPOs), todos los tratamientos fueron evaluados con agitacion a 200 rpm
y sin agitacion (Tabla 8). Al final, las células obtenidas fueron tratadas para liberar el
contenido intracelular por sonicacion. La matriz elaborada fue un disefio factorial 23 con una

réplica.

Tabla 8. Disefio Factorial 23 en la produccion de L-asparaginasa por Bacillus sp CH11

N° de ensayo pH Temperatura Agitacion
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 -1 -1 -1
10 1 -1 -1
11 -1 1 -1
12 1 1 -1
13 -1 -1 1
14 1 -1 1
15 -1 1 1
16 1 1 1
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3.4. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron como la media + error estandar y fueron analizados
por un andlisis de varianza de una via (ANOVA). El software Statistica 10 fue empleado
para los analisis estadisticos donde ANOV A se trabajo con un nivel de confianza del 95% y
se consideraron significativos valores de p<0,05. Ademas, en la elaboracion de los graficos

se utilizo el programa Prisma.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 Seleccion de cepa

Se seleccionaron los cultivos que aumentaron la absorbancia a 620 nm y 560 nm para los
medios de cultivo que contenian azul de bromotimol y rojo de fenol, respectivamente (Tabla
9)(72). De las 13 cepas evaluadas de Bacillus sp, 10 de ellas fueron consideradas como
productoras de L-ASNasa con el indicador azul de bromotimol (Anexo 4), las cuales

presentaron una DO > 0,140

Tabla 9. Cuantificacion de actividad L-ASNasa de cepas de Bacillus sp
en azul de bromotimol y rojo de fenol en cultivo sumergido

Cédigo | Azul de bromotimol Rojo de fenol
de cepa

pH Viraje | DO 620 | pH Viraje | DO 560

final de final de

color color

Mg84 7.9 + 0,225 | 7,3 + >3
M76 8.2 + 0,217 | 84 + >3
M75 6,5 - 0,013 | 6,6 + 0,923
M68 7,6 + 0,141 | 7,9 + >3
Mé64 8,1 + 0,222 | 8,1 + 0,743
M62 8,3 + 0,462 | 8,2 + >3
M54 7,7 + 0,166 | 7,3 + >3
CHI11 8,2 + 0,189 | 8,1 + >3
P31 8,3 + 0,245 | 8,1 + >3
P19 8.2 + 0,206 | 7,7 + >3
P7 6,8 - 0,027 | 7,5 + >3
P6 6.8 - 0,000 | 6,5 + >3
P4 7.9 + 0,181 | 7,3 + >3

Para los posteriores ensayos, solo se consideraron las cepas M84, M76, M68, M64, M62,
M54, CHI11, P31, P19, y P4.
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4.2 Screening de cepas productoras de L-ASNasa extracelular

Se cuantifico la actividad L-ASNasa de las 10 cepas seleccionadas anteriormente, en los

medios de la Tabla 4; de los cuatro medios evaluados, el medio B que contenia en su

composicion en (g/L): extracto de malta 2; Na,HPO4 6; KH2PO4 3; NaCl 0,6; CaCl, 0,011;

MgS04 0,12 presentd la mejor respuesta con respecto a la actividad L-ASNasa (Figura 8).

Sin embargo, la actividad L-ASNasa fue menor de 0,1 U/mL, inferior a lo reportado, a pesar

de ello, se encontraron diferencias entre cepas con respecto a la produccion segin la prueba

de Tukey (Tabla 11). Las cepas que presentaron mejor actividad fueron M68, M64, M62,

CH11 y P19.
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Figura 8. Actividad L-ASNasa de las cepas de Bacillus
sp halotolerantes en el medio M9 modificado con
extracto de malta.

Del analisis ANOVA (Tabla 10), se observa que hay diferencias en la actividad L-ASNasa

extracelular segun las cepas de Bacillus sp halotolerantes (p < 0,05). Las cepas se

seleccionaron en un nivel de confianza del 95% segun su actividad.
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Tabla 10. Analisis de varianza (ANOVA) del screening de produccion de L-ASNasa

extracelular
Variable dependiente
Actividad L-ASNasa (IU/mL)
Factor Grado de Suma de Media
libertad cuadrados | cuadrado F p
Intercepto 1 0,048177 | 0,048177 | 5854,703 | 0,0000
Cepas de Bacillus sp 9 0,013428 | 0,001492 | 181,322 0,0000
Error 10 0,000082 | 0,000008
Total 19 0,013511
suma de cuadrados

Tabla 11. Prueba de Tukey del screening de produccion de L-ASNasa extracelular de
Bacilllus sp halotolerantes

Cepas de| {1}- | - | G- | @- [ G- [ ©6- [ M- [ ®- [ ©I-

Bacillus sp | 4350 | 02175 | 08140 | 0,6100 | 08550 | 02457 | 07675 | 0,1550 | 0,6015 110} =0,
1 | M84 0,000623 | 0,000225 | 0,002803 | 0,000225 | 0,001585 | 0,000227 | 0,000256 | 0,004033 | 0,000475
2 |M76 | 0.000623 0,000225 | 0,000225 | 0,000225 | 0,986712 | 0,000225 | 0,520541 | 0,000225 | 0,999993
3 | M68 | 0,000225 | 0,000225 0,000936 | 0,892103 | 0,000225 | 0,813255 | 0,000225 | 0,000717 | 0,000225
4 | M64 | 0,002803 | 0,000225 | 0,000936 0,000351 | 0,000225 | 0,006014 | 0,000225 | 0,999999 | 0,000225
5 | M62 | 0,000225 | 0,000225 | 0,892103 | 0,00035 0,000225 | 0,180586 | 0,000225 | 0,000316 | 0,000225
6 | M54 [ 0,001585 | 0,986712 | 0,000225 | 0,000225 | 0,000225 0,000225 | 0,154666 | 0,000226 | 0,915406
7 | cH11 | 0,000227 | 0,000225 | 0,813255 | 0,006014 | 0,180586 | 0,000225 0,000225 | 0,004121 | 0,000225
8 | P31 0,000256 | 0,52054 | 0,000225 | 0,000225 | 0,000225 | 0,154666 | 0,000225 0,000225 | 0,722063
9 | P19 0,004033 | 0,000225 | 0,000717 | 0,999999 | 0,000316 | 0,000226 | 0,004121 | 0,000225 0,000225
10 | P4 0,000475 | 0,999999 | 0,000225 | 0,000225 | 0,000225 | 0,915406 | 0,000225 | 0,722063 | 0,000225

*Los valores de color rojo son los que resultan ser significativos con respecto a cualquier factor con el que se esta realizando

la comparacion

Ademas, se observo que estas cepas también produjeron proteasas extracelularmente (Figura

9).
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Figura 9. Actividad proteolitica de las cepas de Bacillus
sp halotolerantes productoras de L-ASNasa.

4.3 Evaluacion de nutrientes en el crecimiento de Bacillus sp CH11 por Plackett-
Burman

Con el fin de identificar los factores inductores y represores de la expresion de L-ASNasa,

se realiz6 un disefio factorial Plackett-Burman en la cepa Bacillus sp CH11 halotolerante. Sin

embargo, no se obtuvo un resultado significativo para la produccion de L-ASNasa; pero, si

para la produccion de biomasa (Figura 10). No obstante, no se descart6 el uso de la L-

asparagina como componente en el medio de cultivo.
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Figura 10. Produccion de biomasa de Bacillus sp CHI 1
halotolerante segun el disefio Plackett-Burman
Del andlisis ANOVA (Tabla 12), se observa que los factores que influyeron
significativamente en la produccion de biomasa fueron sacarosa, prolina, glutamato y
triptona (p < 0,05) con un nivel de confianza 95% (Figura 11); la linea roja en este grafico

indica los factores significativos sobre la variable dependiente

Tabla 12. Analisis de varianza del disefio Plackett-Burman del cultivo de Bacillus sp CH11

Factor Suma de Grado de Media F )/
cuadrados libertad cuadrado

(1) Glucosa 0,0052 1 0,0052 0,9654 0,3709
(3) Glicerol 0,0149 1 0,0149 2,7965 0,1553
(3) Sacarosa 0,0370 1 0,0370 6,9241 0,0465
(4) Lactosa 0,0039 1 0,0039 0,7363 0,4301
(5) Peptona 0,0344 1 0,0344 6,4493 0,0519
(6) Corn steep solid 0,0230 1 0,0230 43111 0,0925
(7) Triptona 0,1026 1 0,1026 19,2218 | 0,0071
(8) Extracto de malta 0,0137 1 0,0137 2,5693 0,1699
(9) Prolina 0,1395 1 0,1395 26,1404 | 0,0037
(10) Cloruro de amonio 0,0349 1 0,0349 6,5325 0,0509
(11) Arginina 0,0005 1 0,0005 0,1007 0,7638
(12) Glutamina 0,0234 1 0,0234 43877 0,0904
(13) Asparagina 0,0145 1 0,0145 2,7085 0,1607
(14) Glutamato 0,1155 1 0,1155 21,6372 | 0,0056
Error 0,0267 5 0,0053

Total suma de cuadrados 0,5896 19

R?:0,95474; R? (ajustado):0,82802
)




El R? indica que el 95,47 % de variabilidad en la respuesta es explicado por el modelo

obtenido en el disefio Plackett-Burman.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Biomasa (DOg)
19 factors at two levels; MS Residual=.0053366
DV: Biomasa (DOyq)

(9)Prolina 5 11276 ]

(14)Glutamato W 4651585
(7)Triptona 1]-4.38426
(3)Sacarosa |2.631375
(10)Cloruro de amonio -2.55587
(5)Peptona |-2.53955
(12)Glutamina |-2.09469
(6)Corn Steep Solid |2.07¢327
(2)Glicerol ‘ -1.67229
(13)Asparagina ‘ 1.645757
(8)Extracto de malta \ 1.602904

(1)Glucosa -.982557
(4)Lactosa .8580792
(11)Arginina -.317316

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 11. Factores que influyen sobre la produccion de biomasa
de Bacillus sp CH11

4.4 Efecto de las proteasas sobre la actividad L.-ASNasa

Se midieron las actividades proteasas de las cepas de Bacillus sp M62 y M64, enfrentandose
ambas actividades con la actividad L-ASNasa de E. coli. Las actividades proteoliticas para
las cepas M64 y M62 fueron 46 IU/ mL y 320 [U/mL, respectivamente. La cepa M64 presentd
siete veces menos actividad proteasa que M62. Sin embargo, se observo que la perdida de
actividad L-ASNasa fue independiente del grado de actividad proteasa (Tabla 13). L-ASNasa
de E. coli (control) tuvo una actividad de 59,4 IU/mL; sin embargo, cuando se incub6 durante
30 min con el extracto crudo proteolitico de las cepas M64 y M62 por separado, la actividad

L-ASNasa disminuyo, teniendo una pérdida de mas del 90 % de la actividad L-ASNasa.
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Tabla 13. Efecto de la actividad proteasa sobre la actividad de L-ASNasa de E. coli.

Actividad
LU proteasa ASNasa residual
(IU/mL) (IU/mL) (%)
Control * 0 59,4 + 1,600 100,0
T1, ASNasa + sobrenadante M62 320+ 2,5 4,3 +0,350 7,2
T2, ASNasa + sobrenadante M64 46 £1,25 5,7 +0,525 9,6

*L-ASNasa comercial de E. coli

Del analisis ANOVA (Tabla 14), se observa que la evaluacion de la influencia del efecto de

proteasa producidas por las cepas M62 y M64 sobre la actividad de L-ASNasa de E. coli fue

significativa (p < 0,05).

Tabla 14. Analisis de varianza del efecto de proteasas de cepas de Bacillus sp sobre la

actividad de L-ASNasa de E. coli.

Variable dependiente
Actividad Proteasa (IU/mL)

Variable dependiente
Actividad L-ASNasa (IU/mL)

Factor Grado Suma Media Suma .
de Media
de drad cuadrado F p de drad F p
libertad | €"2¢rados cuadrados | €tadrade

Intercepto 1 88938.4 88938,38 17076,17 | 0,000001 | 3217,850 3217,850 | 1631,701 | 0,000033
Grupos 2 119408,2 59704,12 | 11463,19 | 0,000001 | 3942,266 1971,133 999,518 | 0,000058
Error 3 15,6 5,21 5,916 1,972
Total
suma de 5 119423,9 3948,182
cuadrados

Se realiz6 la prueba de Tukey de comparaciones multiples de las tres muestras (Tabla 15); se

obtuvo que T (M62) y T2 (M64) presentaron diferencia significativa (p<0,05) con respecto

al control segiin la actividad proteasa; asimismo, entre cepas también hubo diferencia

significativa (p<0,05).
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Tabla 15. Prueba de Tukey

Actividad proteasa

(IU/mL)
Grupos {1} -0,0000 {2} -319,50 {3} -—45,750
1 Control 0,000319 0,000749
2 Tioe2 0,000319 0,000319

3 Tomesy 0,000749 0,000319

Con respecto a la actividad L-ASNasa, las cepas M62 (T1) y M64 (T») presentaron diferencia
significativa (p<0,05) con respecto al control; entre T1y T2 no hubo diferencia significativa
(p>0,05) (Tabla 16); es decir, ambas actividades fueron estadisticamente similares, el efecto

de las proteasas sobre L-ASNasa se evidenci6 en ambos casos.

Tabla 16. Prueba de Tukey
Actividad L-ASNasa
(IU/mL)
Grupos {1}-59,400 {2}-4,3500 {3}-5,7250
1 Control 0,000346 0,000348
2 Time 0,000346 0,636567

3 Tomes 0,000348  0,636567

La prueba de Dunnett se utilizé fundamentalmente para comparar cada grupo con el control.
En este caso, los grupos 1 y 2 estuvieron constituidos por L-ASNasa de E. coli mas los
sobrenadantes del extracto crudo M62 y M64, respectivamente; y el grupo control fue
solamente L-ASNasa de E. coli (Tabla 13). Se observo que hubo diferencia (p<0,05) en la
actividad proteasa que presentaron los grupos 1 y 2 con respecto al control que no tuvo
actividad proteasa. La actividad L-ASNasa del grupo control comparado con los grupos 1 y
2 fue significativa (p<0,05); los grupos tuvieron una disminucion de la actividad L-ASNasa

ante la presencia de proteasas (Tabla 17).

45



Tabla 17. Prueba de Dunnett

Actividad proteasa Actividad L-
(IU/mL) ASNasa
(IU/mL)
{1} —0,0000 {1} —=59,4
1  E. coli (control)
2 T1 62 0,000000 0,000060
3 T2 (ve4) 0,000451 0,000065

4.5 Produccion de actividad L-ASNasa intracelular

Se determind la actividad L-ASNasa intracelular de las cepas M84, M76, M68, M64, M62,
M54, CH11, P31, P19, P4 donde la méxima actividad intracelular (IC) fue 0,973 + 0,098
(Tabla 18).

Tabla 18. Actividad L-ASNasa intracelular de cepas de Bacillus sp halotolerantes

Regién T Actividad
L-ASNasa (IU/mL)
M68 0,973 £ 0,098
M84 0,003
Maras M76 0,003
Mo64 0,003
M62 0,003
M54 0,003
Chilca CHI11 0,440 + 0,0505
P31 0,545 + 0,0400
Pilluana P4 0,354 £ 0,0455
P19 0,0030

También fue evaluada la produccion de proteasas IC de las cepas M68, CHI11, P31 y P4 que
presentaron mayor actividad L-ASNasa IC (Figura 12), las cuatro cepas produjeron
proteasas. Sin embargo, las cepas CH11 y P31 produjeron menor cantidad de proteasas. En
consecuencia, la cepa CH11 fue seleccionada para evaluar el efecto de la temperatura, la
agitacion y el pH en la produccion de L-ASNasa intracelular.

Del analisis ANOVA (Tabla 19), se observa que hay diferencias en la actividad L-ASNasa

IC segtin las cepas de Bacillus sp halotolerantes (p < 0,05). Las cepas se seleccionaron en un
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nivel de confianza del 95% segin su actividad. La Tabla 20 muestra la diferencia significativa

entre cepas segun la produccion L-ASNasa IC.

Tabla 19. Analisis de varianza de la produccion intracelular de L-ASNasa de cepas de
Bacillus sp halotolerantes

Variable dependiente
Actividad L-ASNasa (IU/mL)

Factor Grado de Suma de Media F P
libertad cuadrados | cuadrado

Intercepto 1 1,083182 | 1,083182 | 346,0521 | 0,000000

Cepas de Bacillus sp 9 2,039904 | 0,226656 | 72,4114 | 0,000000

Error 10 0,031301 | 0,003130

Zl?r;a; de cuadrados v 2,071205

Tabla 20. Prueba de Tukey

Cepas de | {1}- {2} - {3} - {4} - {5} - {6} - {7} - {8} - {9} - {10} -
Bacillus sp | ¢ 97260 | 0,00269 | 0,00269 | 0,00269 | 0,00269 | 0,00269 | 043971 | 0,54511 | 0,35365 | 0,00269
1 M68 0,000225 | 0,000225 | 0,000225 | 0,000225 | 0,000225 | 0,000265 | 0,000596 | 0,000229 | 0,000225
2 M84 0,000225 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 0,000523 | 0,000258 | 0,002288 | 1,000000
3 M76 0,000225 | 1,000000 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 0,000523 | 0,000258 | 0,002288 | 1,000000
4 Mo4 0,000225 | 1,000000 | 1,000000 1,000000 | 1,000000 | 0,000523 | 0,000258 | 0,002288 | 1,000000
5 Mo62 0,000225 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 1,000000 | 0,000523 | 0,000258 | 0,002288 | 1,000000
6 M54 0,000225 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 0,000523 | 0,000258 | 0,002288 | 1,000000
7 CH11 | 0,000265 | 0,000523 | 0,000523 | 0,000523 | 0,000523 | 0,000523 0,679653 | 0,849830 | 0,000523
8 P31 0,000596 | 0,000258 | 0,000258 | 0,000258 | 0,000258 | 0,000258 | 0,679653 0,107707 | 0,000258
9 P4 0,000229 | 0,002288 | 0,002288 | 0,002288 | 0,002288 | 0,002288 | 0,849830 | 0,107707 0,002288
10 P19 0,000225 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 0,000523 | 0,000258 | 0,002288

*Los valores de color rojo son los que resultan ser significativos con respecto a cualquier factor con el que se esta realizando

la comparacion
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Figura 12. Produccion de L-ASNasa (A) y proteasas (B) en cepas Bacillus sp
halotolerantes a partir de cultivos iniciados con alta concentracion celular.

e Efecto del rompimiento celular

Las condiciones de rompimiento celular por sonicacién fueron optimizadas con el objetivo
de preservar la estabilidad de L-ASNasa; para ello, se elabord una curva de rompimiento con
la finalidad de determinar el tiempo que favorecid un extracto crudo con mayor actividad L-
ASNasa en la menor concentracion de proteinas totales. La cepa CH11 fue considerada como
modelo de rompimiento.

La Figura 13 muestra el efecto de los ciclos de sonicacion/enfriamiento en el aumento de la
temperatura de la muestra. Los ciclos de 5s/5s sonicacion/enfriamiento fue menos eficiente
para enfriar la muestra (la temperatura supera los 10 °C luego de 2 min de sonicacion) (Figura
13A). Mientras que en ciclos de 1s/5s sonicacidén/enfriamiento la temperatura permanecid
mas tiempo (hasta 10 min) a menos de 10 °C, incluso hasta concentracion celular elevadas
como 100 unidades de densidad oOptica a 600 nm (Figura 13B). Como se observa, la
sonicacion de una muestra de células suspendidas de DOsoo igual a 50 generd mayor calor

que una suspension celular DOgoo igual a 100 (Figura 13B).
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Figura 13. Efecto de los ciclos sonicacion/enfriamiento en la temperatura de la suspension
celular durante el rompimiento de Bacillus sp CHI11. (A) Ciclos de sonicacion a 5 s
seguidos de ciclos de enfriamiento de 5 s sobre hielo (B) Ciclos de sonicacion de 1 s
seguidos de 5 s de enfriamiento sobre hielo. Muestra de DO600 50 (A) y 100 (O) en la

suspension celular.

En la Figura 14 se muestra que la actividad ASNasa aumenta rapidamente hasta tiempo de 1
min y 30 s, después la actividad varia minimamente, lo que implica la liberacion total de
ASNasa. Por otro lado, se observd que la actividad especifica de ASNasa disminuye
proporcionalmente hasta los 90 s, debido a la liberacién de proteinas intracelulares o

productos de la micronizacion celular.
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Figura 14. Comportamiento de la densidad optica, actividad
ASNasa y actividad especifica de ASNasa luego del sonicado
de una suspension celular de Bacillus sp CH11 con DO 52.4.
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Con relacion a la liberacion de proteasas IC, en la Figura 15 se presenta similar
comportamiento que la actividad L-ASNasa, y alcanz6 méaxima liberacion luego de 1 min y
30 s. A pesar de tener proteasas en el extracto crudo enzimatico de L-ASNasa, la actividad
proteasa fue menor comparada con los valores obtenidos en la produccion extracelular.
Considerando lo anteriormente mencionado, se determind que el tiempo Optimo de

sonicacion fue de 90 ciclos (1s/5s de sonicacién/enfriamiento) para las cepas de Bacillus.
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Figura 15. Comportamiento de la densidad optica y actividad
proteasa luego del sonicado de una suspension celular de Bacillus sp
CHI11 con DOgno 52.4.

4.6 Determinacion de condiciones de crecimiento de Bacillus sp CH11

a) Curva de crecimiento

Se realiz6 la curva de crecimiento de Bacillus sp CH11 y se establecio que la fase exponencial
fue de 5 h aproximadamente en un medio que contenia 50 mL de LB suplementado con 10
g/L de glucosa (Figura 16). La fase logaritmica fue determinada para obtener un ino6culo de

alta concentracion celular y viabilidad.
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Figura 16. Curva de crecimiento de Bacillus sp CH11

b) Efecto de temperatura, pH y agitacion sobre el cultivo
Fueron evaluados los efectos de pH 5,0 y 7,0 sobre el crecimiento de Bacillus sp CH11, el
mejor fue el pH 5,0; la temperatura en ambos pH no presento diferencias en la produccion de

L-ASNasa IC, por lo que el cultivo se realiz6 en este rango de temperatura (Tabla 21).

Tabla 21. Diseio factorial de pH, temperatura y agitacion en el cultivo de Bacillus sp CH11

N° de experimento pH T (°C) Agitacion Actividad L-ASNasa (IU/mL)
1 -1 -1 -1 0,0690
2 1 -1 -1 0,0570
3 -l 1| -1 0,0190
4 1 1 -1 0,0710
5 - 1 1 0,1210
6 1 -1 1 0,0650
7 ! 1 1 0,1230
8 1 1 1 0,0800
9 S -1 o 0,0682
10 1 -1 -1 0,0583
11 -1 1 -1 0,0200
12 1 1 -1 0,0715
13 -1 -1 1 0,1250
14 1 -1 1 0,0660
15 -1 1 1 0,1245

51



16 1 \ 1 \ 1 0,0950

La agitacion favorece la aeracion del medio y la mejora en el crecimiento celular y la
produccion de diversas moléculas, asi el cultivo se realizé con agitacion a 200 rpm y sin
agitacion. En consecuencia, con agitacion se determind mayor actividad L-ASNasa, que sin

agitacion (Figura 17)

0.15 S
BB Sin agitacion

E= Con agitacion

0.10

0.05- &

Actividad L-ASNasa (IU/mL)

Figura 17. Evaluacion de pH, temperatura y agitacion en la produccion L-ASNasa IC por
Bacillus sp CHI11 en alta concentracion celular inicial. E1: pH 5, 30 °C. E2: pH 7, 30 °C. E3:
pHS5, 37 °C. E4: pH7, 37 °C.

Tabla 22. Analisis de varianza del disefio factorial 2°

Factor Suma de G.rado de Media F 7
cuadrados libertad | cuadrado
(1) Replica 0,000035 1 0,000035 | 0,36237 | 0,573444
(2) pH 0,000701 1 0,000701 | 7,35891 | 0,042139
(3) Temperatura 0,000041 1 0,000041 | 0,42668 | 0,542463
(4) Agitacion 0,008349 1 0,008349 | 87,65891 | 0,000234
1y2 0,000009 1 0,000009 | 0,09607 | 0,769099
1y3 0,000010 1 0,000010 | 0,10253 | 0,761765
1y4 0,000024 1 0,000024 | 0,24951 | 0,638619
2y3 0,001762 1 0,001762 | 18,49791 | 0,007709
2y4 0,004526 1 0,004526 | 47,51697 | 0,000984
3y4 0,000848 1 0,000848 | 8,90580 | 0,030649
Error 0,000476 5 0,000095
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Total
suma de cuadrados

R?:0,97162; R? (ajustado):0,91486

0,016780 15

El R? indica que el 97,16 % de variabilidad en la respuesta es explicado por el modelo
obtenido en el disefio factorial 2°.

Del analisis ANOVA (Tabla 22), se observa que los factores que influyeron
significativamente en la produccion de L-ASNasa IC fueron pH y agitacion (p < 0,05) con
un nivel de confianza del 95%; del grafico de Pareto, la linea roja indica el valor que define
estadisticamente los factores significativos (Figura 18). Asi, los que ejercen un efecto
significativo sobre la variable dependiente fueron la agitacion, el pH, las interacciones pH-

temperatura, pH-agitacion, temperatura-agitacion.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: L-ASNasa (IU/mL)
2**(4-0) design; MS Residual=.0000952
DV: L-ASNasa (IU/mL)

(4)Agitacion | ‘ 9.362634 |

2by4 | ‘-6.89326
2by3 | \4.30092
3by4 | ‘2.984259
@pH | ‘-2.71273

(3)Temperatura -.653207

(1)Replicat | 6019751
1by4 | 4995112
1by3 | .3201995
1by2 | .3099531
p=.05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 18. Efecto de temperatura, pH y agitacion sobre el cultivo de
Bacillus sp CHI11
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CAPITULO V: DISCUSION

Especies del género Bacillus se han aislado de diversos ambientes, ecosistemas y regiones
geograficas. Asi, cepas productoras de enzimas como la L-asparaginasa (L-ASNasa) se han
aislado de ambientes salinos de Iran, Egipto, India, Peru, entre otros (73). Microorganismos
que habitan en salares poseen estrategias de adaptacion a las condiciones extremas tanto de
pH, temperatura, presion y concentracion salina (17,74,75). Es asi, que bacterias halofilas o
halotolerantes aisladas de estos ambientes pueden contener L-ASNasa con nuevas o mejores
propiedades cataliticas como alternativas para el tratamiento de la leucemia linfoblastica

aguda, asi como en la reduccion de acrilamida en alimentos termoprocesados (76).

En este aspecto, se ha descrito que L-ASNasa disminuye las concentraciones de L-asparagina
libre en células cancerosas (77). Actualmente, las L-ASNasas bacterianas utilizadas son
obtenidas de Erwinia chrysanthemi 'y Escherichia coli; sin embargo, estas enzimas presentan
actividad L-glutaminasa (L-GLNasa) causando efectos secundarios. Sin embargo, se ha
descrito que Bacillus stratosphericus produce una L-ASNasa con baja actividad L-GLNasa
y menor efecto adverso (78). Cabe resaltar, que los efectos secundarios del tratamiento con
L-ASNasa son diversos y aun siguen las investigaciones para su resolucion; por lo tanto,
existe una demanda creciente por el estudio de nuevas fuentes de L-ASNasa que mejoren las

dificultades existentes.

De ambientes salinos, se han reportado L-ASNasas aisladas de los géneros Bacillus,
Halomonas, Staphyloccocus, Pseudomonas, Streptomyces, Mesoflavibacter, Vibrio,
Enterobacter, entre otros (79—81). Asi, por ejemplo, en Iran Zolfagha et al. (2019)(82)
aislaron cepas de Bacillus sp. productoras de L-ASNasa. Ademas, Ebrahiminezhad et al.
(2011)(83) describen 23 (72 %) aislados del lago de Maharloo identificados como Bacillus
sp, donde ocho de ellos tuvieron actividad L-ASNasa. Asimismo, Montes et al. (2021)(67)
identificaron 24 aislados de las salinas de Chilca (Lima), Maras (Cusco) y Pilluana (San
Martin) de los cuales 13 pertenecen al género de Bacillus; dichas cepas fueron evaluadas por
la actividad L-ASNasa de forma cualitativa mediante el uso de los indicadores rojo de fenol

y azul de bromotimol en el medio de cultivo (Tabla 9). Las diferencias en la produccion de
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L-ASNasa por las cepas de Bacillus sp fueron detectadas con el azul de bromotimol, el cual
tiene un mayor poder de contraste en la variacion del color debido a la hidrolisis de L-
asparagina en acido aspartico y amonio por accion de L-ASNasa; y asi, el color del medio
cambia a azul por incremento de las concentraciones de amonio (69). En este aspecto,
Mahajan et al. (2013)(69) probaron el método basado en indicadores de pH para evaluar
microrganismos productores de L-ASNasa e incorporaron el azul de bromotimol en el medio
que contiene L-asparagina, el cambio de verde (pH neutro) a azul (pH mayor a 8,0); de este
modo, los investigadores indican que el azul de bromotimol es mas sensible y preciso que el
rojo de fenol. Asimismo, Dhale et al. (2014)(84) reportan que el cambio en el color del medio

de cultivo se debe a la liberacion de amoniaco por la actividad de L-ASNasa producida.

De las 13 cepas de Bacillus sp halotolerantes (Tabla 3), 10 presentaron actividad L-ASNasa
extracelular desde 0,01 hasta 0,085 IU/mL (Figura 8) en el medio M9 modificado
suplementado con extracto de malta (Tabla 4); estas actividades fueron bajas en comparacion
con Prakash et al. (2020)(85) quienes reportan que los aislados BITHSP009, BITHSPO11,
BITHSP002, BITHSPO12 presentan actividades (IU/mL) de 0,25, 4,84, 0,70 y 1,33 IU/mL,
respectivamente; y B. stearothermophilus, B. licheniformis, B. subtilis, muestran 0,25, 1,11
y 1,20 TU/mL, respectivamente. Asimismo, Ebrahiminezhad et al. (2011)(24) determinaron
que Bacillus sp BCCS034 presenta una actividad de 1,64 IU/mL. Por el contrario, Pradhan
et al. (2014)(86) reportaron que B. subtilis hswx88 produjo 23,8 [U/mL.

En esta investigacion, las cepas de Bacillus sp mostraron actividades L-ASNasa y proteasa
desde la fase exponencial de crecimiento (Figura 8 y 9). Las proteasas influyeron en la
perdida de la estabilidad de L-ASNasa (87) durante el crecimiento de las diferentes cepas.
Con respecto a las proteasas, se ha descrito que cepas del género Bacillus son las mas
productoras (88). Asi, las cepas de Bacillus estudiadas produjeron proteasas a
concentraciones menores a 100 IU/mL (Figura 9), las L-ASNasas de las cepas M68, M64,
M62, CHI11 y P19 presentaron mayor estabilidad, lo cual se explicaria por la coproduccion
de inhibidores de proteasas. Por ejemplo, Singh et al. (2013)(87) indican que B. aryabhattai
ITBHUO2 presenta 31,27 U de L-ASNasa, sin actividad proteasa en el extracto crudo.
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Con el fin de aumentar la produccion de L-ASNasa extracelular, se realiz6 un disefio
Plackett-Burman de evaluacion de nutrientes (Tablas 5 -7) para la cepa CH11. Sin embargo,
no se determiné actividad L-ASNasa, la cual ha sido descrita en diversas cepas del género
Bacillus. En este aspecto, la produccion de L-ASNasa depende del gen ansA, ubicado en el
operon ansAB regulado por asparagina o aspartato (23). En consecuencia, este operon es
inducido o reprimido por los componentes del medio de cultivo; en ese caso se reporta
incremento de la produccion de L-ASNasa cuando existe una fuente de nitrogeno limitante
en medio minimo de glucosa que contiene glutamato, prolina o urea como unica fuente de
nitrégeno (23). Ademas, Ameen et al. (2020)(89) indican que la expresion del gen ansZ que

codifica para L-ASNasa en B. subtilis es activada en un medio limitante de nitrogeno (23).

Por otro lado, el disefio Plackett-Burman presentd resultados significativos (Tabla 12) para
el crecimiento celular de Bacillus sp CH11 (Figura 10); la sacarosa y el glutamato tuvieron
efectos positivos; por el contrario, con la prolina y la triptona se obtuvieron efectos negativos
(Figura 11). Estos factores se deben tomar en cuenta para otros disefios de crecimiento celular
debido a que la mayor produccion de L-ASNasa ocurre en la fase exponencial del crecimiento
bacteriano (26). Asimismo, en nuestro estudio, el uso de L-asparagina no es significativo; sin
embargo, en otras investigaciones han mostrado efectos positivos en la produccion de L-
ASNasa por la induccion de la expresion de L-ASNasa (90-93). De igual forma, Thenmozhi
et al. (2011)(94) utilizaron el disefio Plackett-Burman, para evaluar el efecto de nutrientes,
de esta forma encontraron que la harina de soja, la L-asparagina y el NaCl son variables
significativas en la produccion de L-ASNasa de B. cereus MABS. Asimismo, Shirazian et al.
(2016)(26) reportaron que al utilizar disefios estadisticos aumentando las concentraciones de
asparagina hasta 5,8% y glucosa hasta 5% incrementaron la produccion L-ASNasa en
Bacillus aryabhattai, y cuando sobrepasaron estos valores obtuvieron un efecto negativo; de
forma similar fue la interaccion entre el cloruro de sodio y la L-asparagina. Por otra parte,
Abdelrazek et al. (2019)(95) evaluaron el efecto de glucosa 0,5%; cloruro de amonio 0,1%,
y sulfato de magnesio 10 mM en la produccion de la enzima, ellos indican que son las
concentraciones Optimas para la produccion maxima de L-ASNasa en B. licheniformis. En
consecuencia, la interaccion entre nutrientes y sus concentraciones juegan un papel

importante en la regulacion de las concentraciones de L-ASNasa.
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Con referencia al efecto de las proteasas sobre la actividad L-ASNasa de E. coli (Tabla 13),
se observo la pérdida de més del 90 % de la actividad después de 30 min de incubacion, lo
cual sugiere que la perdida de actividad es independiente del grado de actividad proteasa; los
valores fueron significativos mediante el analisis ANOVA (Tabla 14), pruebas de Tukey
(Tablas 15 y 16) y Dunnett (Tabla 17). En consecuencia, a pesar de una baja produccion de
proteasas, la estabilidad de L-ASNasa disminuye; en este aspecto, la presencia de las
proteasas podria anular la produccion de L-ASNasa cuando las bacterias son cultivadas
durante varias horas. No obstante, se ha reportado que las bacterias producen inhibidores que
regulan sus propias proteasas, tal es el caso de BSuPI, un inhibidor producido por B. subtilis,
el cual inhibe varias serin proteasas microbianas (96). Acorde a ello, Pritsa et al. (2001)(97)
describen que compuestos como el fluoruro de fenilmetilsufonil (PMSF), inhibidor de serin
proteasas inactivd a L-ASNasa; de esta forma, se puede inferir que L-ASNasa es una
serinproteina. Asimismo, Sindhu & Manonmani (2018)(98) aseveraron una inhibicion de L-

ASNasa en un 63 % por PMSF.

Considerando que la produccion de la biomasa es dependiente de los nutrientes, se evalu6 la
produccion de L-ASNasa intracelular (L-ASNasa IC) en cultivos a alta densidad optica a 600
nm. En este aspecto, se desarroll6 una etapa previa de cultivo en medio LB, rico en nutrientes
que favorecen el crecimiento rapido de bacterias, contiene menos de 100 uM de azlcares
fermentables (99). Para la fase de produccion de biomasa, se utilizdé el medio LB
suplementado con glucosa 10 g/L, se creci6 hasta la fase exponencial para obtener células
metabolicamente activas. La produccion de L-ASNasa IC se determind mediante las
actividades que estuvieron en el rango de 0,353 - 0,973 IU/mL (Tabla 18) en las cepas M68,
CHI11, P31 y P4 (Figura 12A) en el medio modificado, propuesto por Qeshmi et al. (100),
cuyo ensayo fue significativo (Tabla 19); de igual forma, las actividades fueron diferentes
entre cepas (Tabla 20). En este aspecto, Ebrahiminezhad et al. (2011)(83) reportaron 0,2
IU/mL de L-ASNasa IC en el extracto celular de B. thuringiensis; Rahimzadeh et al.
(2016)(50) describen a Bacillus PG-03 y Bacillus PG-04 cuyas actividades intracelulares
fueron aproximadamente de 3 U/mL en presencia de L-asparagina 1%(w/v), medio M9 y
maltosa 20 % a las 24 h. Asimismo, Abdelrazek er al. (2019)(101) indican que B.

lichiniformis presenta una actividad intracelular de 5,5 IU/mL/h.
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La actividad proteolitica de las cepas productoras de L-ASNasa IC (Figura 12B) redujo la
estabilidad de la enzima, por lo que se requieren estrategias para incrementar la actividad L-
ASNasa y minimizar la pérdida de su actividad enzimatica por accion de las proteasas. Para
continuar con la investigacion, se estudio la cinética de crecimiento de la cepa CH11 (Figura
16); ademas, se evalu6 los efectos del pH, temperatura, y agitacion en la produccion de L-
ASNasa IC (Tabla 21); la mejor produccion fue a pH 5,0 (Figura 17), ello puede ser debido
a que a pH menor de 6,0 limita la produccion de proteasas en algunas especies del género
Bacillus (102), de esta forma ello representaria mejores condiciones para la estabilidad de
L-ASNasa. La temperatura en ambos pH no influy6 en la produccioén de L-ASNasa IC (Tabla
22), por lo que el cultivo puede ser realizado en este rango de temperatura. Asi por ejemplo,
Rudrapati & Audipudi (103) reportaron la mejor produccion de ASNasa por Bacillus firmus
AVP18 a 37 °C. Asimismo, se evaluo el efecto de la agitacion sobre la produccion de L-
ASNasa (Figura 18), debido a que la agitacion favorece la disponibilidad del oxigeno y los
nutrientes del medio. Se conoce que la solubilidad del oxigeno en medio acuoso es baja
(aproximadamente 7 mg/L) y con alta concentracion de células en el cultivo, la solubilidad
se reduce ain mas (104). Ademas, se debe tener en consideracion que el oxigeno no solo
influye en el crecimiento celular, sino también sobre la expresion de algunos genes y en el
estado oxidativo de proteinas (105). Algunos estudios indican que se observa una mayor
produccion de L-ASNasa a 220 rpm (106), y en sistema de biorreactor, la estrategia de
control de velocidad incluia agitacion a 600 rpm durante las primeras 12 h, seguido de un

aumento gradual hasta 900 rpm, permiti6é una mejora en el rendimiento (107).

Con referencia a la optimizacién de las condiciones de rompimiento celular permitio
determinar el tiempo para obtener un extracto crudo con mayor actividad L-ASNasa y menor
concentracion de proteinas totales. En este aspecto, los métodos de rompimiento celular
ofrecen alta eficiencia de liberacion de proteinas; sin embargo, muestran una baja
selectividad de proteinas debido a la micronizacion, porque los residuos celulares generados
son formados secuencialmente en finas particulas durante periodos prolongados de
rompimiento; la liberacion de ADN incrementa la viscosidad y la liberacion de proteasas IC.
Ademas, el método de sonicacion genera calor, lo cual favorece la accion de las proteasas
(108). Considerando estas desventajas, se optimizo el rompimiento celular a temperaturas

menores a 10 °C (Figura 13A) para minimizar el tiempo y prevenir el aumento en la
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viscosidad. Como se observa en la Figura 13B, la sonicacion de una muestra de células
suspendidas de DOgoo igual a 50 generd mayor calor que una de 100; debido a que el
incremento en la viscosidad de la suspension celular reduce la generacion de calor en la
muestra (109). La liberacion de productos intracelulares como se muestra en las Figuras 14
y 15, esta relacionada con el tiempo y el nivel de sonicacion (110), la biomasa inicid con una
DOe¢oo de 52,4, y después de 90 s de sonicacion la DOgoo, fue menor a 25, después de ese
periodo, la densidad varia poco, lo cual sugiere el inicio de la micronizacion. En este
contexto se define dptimo al tiempo minimo en que se libera la enzima y presenta la mayor

actividad enzimatica a menor concentracion de proteinas totales (111,112).

Los hallazgos del estudio determinaron que L-ASNasa es susceptible a proteasas y eso se
reflejo en la variacion de los resultados; no obstante, L-ASNasa IC fue influenciada por el
pH y agitacion por lo que la produccion de la enzima se podria incrementar si se utilizan
metodologias de optimizacidon como la superficie de respuesta, para obtener valores 6ptimos
de las variables de estudio. Asimismo, en un primer screening el pH 5 resultdé beneficioso;
por lo que se recomienda evaluar rangos cercanos al encontrado para determinar la
estabilidad, a fin de que no ocurra una desnaturalizacion parcial de la enzima en respuesta a
la disociacion de los grupos ionizables de la proteina; o una inhibicion de la unién del sustrato
a la enzima como resultado del cambio en las propiedades y la forma de la enzima y / o el
sustrato (95). Del mismo modo, la agitacion al favorecer la disponibilidad de oxigeno y
nutrientes en el medio (113), se sugiere que se evaluen valores mayores a 200 rpm ya que el
aumento en la velocidad de agitacion ayuda a mezclar los nutrientes que mejoran su
absorcion por los microorganismos (114,115), utilizando una estrategia de control de
velocidad de agitacion de varias etapas tomando en cuenta que a velocidades altas podria
ocurrir un posible dafio de la fisiologia del organismo (107). Asimismo, los tiempos de
produccion podrian ser menores a 24 h, debido a que tiempos prolongados de agitacion
conlleva a la degradacion de la enzima por las proteasas y también se agotan los componentes
o se producen inhibidores en el medio. Es asi que si se determina tiempos reducidos resultaria

rentable y disminuiria la posibilidad de descomposicion de la enzima (106,116).

La seleccion de Bacillus sp CH11 se debid a la identificacion de la secuencia del gen ansZ,

el cual expresa L-ASNasa tipo II; esta enzima es intracelular; por lo que, su obtencion es
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dificultosa, el proceso de rompimiento celular influye en la degradacion, y su escalamiento
es costoso. En consecuencia, se recomienda el clonaje y expresion del gen ansZ de esta
bacteria halotolerante en E. coli, a fin de evitar la degradacion de la enzima por las proteasas
producidas. Ademas, la pared celular de E. coli es delgada y facilita la liberacion de la

enzima; asi, la produccion se incrementaria y facilitaria su purificacion.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

v Se seleccionaron cepas de Bacillus sp halotolerante productoras de L- ASNasa
extracelular con métodos cualitativo y cuantitativo en cultivo sumergido en medio

M9 suplementado con azul de bromotimol y extracto de malta, respectivamente.

v' Se produjo L-ASNasa intracelular cuyas actividades fueron 0,973, 0,545, 0,354 y
0,440 U/mL en las cepas M68, CH11, P31 y P4, respectivamente, en un medio que
contenia en g/L: L-asparagina, 1; glucosa, 10; extracto de levadura, 10; hidrogeno
fosfato de sodio, 3; di hidrogeno fosfato de sodio, 6; cloruro de sodio, 0,5; sulfato de

magnesio, 0,12; cloruro de calcio, 0,011.

v" Se encontr6 que el pH y la agitacion influyeron significativamente en la produccion
de L- ASNasa intracelular en Bacillus sp CHI11 halotolerante. Asi, se obtuvo una
actividad de 0,125 U/mL cuando las condiciones fueron pH 5, temperatura 37 °C y

agitacion 200 rpm.
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CAPITULO VIII: ANEXOS

Anexo 1

Materiales de plastico y vidrio

Asa de siembra

Fiola (100 mL)

Matraces (50 y 250 mL)
Micropipetas (100 y 1000 uL)
Pipetas

Placas Petri estéril

Probetas (100 mL)
Termometro

Tubos de ensayo con tapa

Medios de cultivo y reactivos

Acido bicinconinico (MERCK)
Acido clorhidrico (AMRESCO)
Acido etilendiaminotetraacético (MERCK)
Acido tricloro acético (MERCK)
Agua destilada

Albiimina de suero bovino (MERCK)
Arginina (MERCK)

Asparagina (MERCK)
Azocaseina (MERCK)

Azul de bromotimol (MERCK)
Caldo Luria Bertani (MERCK)
Cloruro de amonio

Cloruro de calcio dihidratado
Cloruro de sodio

Cloruro férrico

Corn Steep Solid

Dihidrogeno fosfato de potasio
Extracto de malta

Fosfato dipotasico (AMRESCO)
Galactosa (AMRESCO)
Glucosa (AMRESCO)
Glutamato

Glutamina (MERCK)
Hidroxilamina (MERCK)
Lactosa (AMRESCO)

Maltosa (AMRESCO)

NaOH (AMRESCO)
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Peptona bacterioldgica (OXOID)

Prolina

Rojo de fenol

Sacarosa (MERCK)

Sulfato de magnesio heptahidratado (MERCK)
Sulfato de manganeso (MERCK)

Triptona (MERCK)

Tris HCI1

B-hidroxamato aspartico (MERCK)

Equipos de analisis

e Espectrofotometro Genesys 10 UV (THERMO)
e Fluorimetro (TECAN Infinite M200 PRO)
e pH metro (HANNA)

Equipos de trabajo

Autoclave

Balanza Analitica (EPPENDORF)

Centrifuga 5810R (EPPENDORF)

Incubadora (PRECISION)

Shaker (WINPACT)

Sonicador Branson Models 250 y 450 (Branson Ultrasonics Sonifier™, Dunbury,
CT, EE. UU.)
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Anexo 2

e Curva de calibracion con estandar -hidroxamato aspartico

Curva de calibracion
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Anexo 3

Curva de calibracion de proteinas totales por el método BCA

Absorbancia

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Curva de calibracion

y = 0.0008x+ 0.0344

R?2=0.9961

=== Seriesl

Lineal (Series1)

200 400 600
pg/mL

800

1000

75



Anexo 4

Screening de cepas productoras de L-ASNasa

e Prueba en caldo

Prueba rojo de fenol

Prueba azul de bromotimol
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Anexo 5

Produccion de L-ASNasa de Bacillus sp CH11 halotolerante en matraces

Medicién de la actividad después
del rompimiento celular.
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